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La neurotensine (NT) est un peptide de 13 a.a. retrouvé dans le système nerveux
central ($NC) et le tractus digestif Dans le SNC, la NT est associée à diverses maladies
impliquant le système dopaminergique telles que la schizophrénie. En effet, la NT joue un
rôle de neuromodulateur dans les voies dopaminergiques nigrostriée et mésolimbique en
facilitant la libération de dopamine (DA). Cette facilitation de la libération de DA par la NT
se produit par un mécanisme cellulaire et moléculaire en grande partie inconnu. Nous avons
donc approfondi nos connaissances de ce mécanisme en testant l’hypothèse que la
facilitation de la libération de DA par la NT dans le noyau accumbens (NAcc) passe
principalement par une inhibition de la fonction des autorécepteurs DAergiques de type D2.
Nous avons utilisé une approche de voltamétrie cyclique par fibre de carbone afm de
mesurer en temps réel la libération axonale de DA dans des tranches de NAcc isolées de
cerveaux de rats. La libération de DA a été évoquée par de courtes stimulations électriques
(stimulus unique et salve de stimuli) à l’aide d’une électrode bipolaire. Tout d’abord, nous
avons déterminé les caractéristiques pharmacologiques des autorécepteurs avec des
agonistes et antagonistes sélectifs des récepteurs de la DA. Ensuite, nous avons vérifié
l’effet de la stimulation des récepteurs de la NT par l’agoniste NT (8-13), le fragment actif
de la NT, et constaté que la NT (s-13) induit une facilitation de la libération de DA.
Finalement, nous avons démontré que le blocage des récepteurs D2 par le sulpiride inhibe la
facilitation de la libération de DA générée par la NT. Dans l’ensemble, nos résultats sont
compatibles avec l’idée que la NT inhibe la fonction des autorécepteurs DAergiques des
terminaisons de la voie mésolimbique, favorisant ainsi la libération de DA.
Mots-clés: neurotensine, dopamine, terminaison synaptique, voltamétrie cyclique, noyau
accumbens, tranche de cerveau
iv
ABSTRACT
Neurotensin (‘NT) is a 13 amino acid peptide located in the central nervous system
(CNS) and the digestive tract. In the CNS, NT has been proposed to be implicated in the
physiopathology of various diseases closely related to the dopaminergic system such as
schizophrenia. Indeed, NT acts as a neuromodulator within the nigrostriatal and mesolimbic
dopaminergic pathways, by facilitating dopamine (DA) release. The cellular and molecular
mechanism underlying tins facilitation of DA release by NT remains elusive. Thus, we
looked further into tins mechanism and propose that the facilitation of DA release by NT
depends in large part on inhibition ofthe ffinction ofpresynaptic DA D2 autoreceptors. We
used fast-cyclic voltammetry in order to measure in real time the synaptic release of DA in
nucleus accumbens slices isolated from rat brain. DA release was evoked by short electrical
stimulations (single-pulse stimulus and train-pulse stimuli), using a bipolar electrode. First,
we determined the pharmacological characteristics of the D2 autoreceptors with selective
agonists and antagonists ofthese receptors. Second, we studied the effect ofthe stimulation
of NT receptors by NT (8-13), the active fragment of NT, and showed that NT (8-13) acts
at the terminal level to enhance DA release. Finally, we demonstrated that blockade of D2
autoreceptors by the antagonist sulpfride inhibits the facilitation of DA release generated by
NT. Taken together, our data are compatible with the view that NT acts at the terminal level
in the mesolimbic dopaminergic pathway by inhibiting the ffinction of DA autoreceptors,
thus disinhibiting DA release.
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Le but de la recherche sur le système neurotensinergique et
l’interaction neurotensine — dopamine est bien entendu une meilleure
compréhension de 1 ‘anatomie et de la physiologie de la circuiterie
neuronale impliquée dans cette interaction. Cependant, cette recherche
vise également de mieux élucider la physiopathologie de maladies
neurologiques et psychiatriques dévastatrices (schizophrénie, maladie
de Parkinson, etc.) afin de développer des médicaments efficaces pour
le traitement de ces maladies. Cette meilleure compréhension de la
circuiterie neuronale au niveau cellulaire et moléculaire retrouve donc
tout son sens lorsqu ‘elle nous permet de mieux répondre aux besoins
des patients schizophrènes par exemple par l’utilisation
d’antipsychotiques qui contrôlent adéquatement les symptômes de la
maladie tout en générant le moins d’effets secondaires possible.
Au cours de cet ouvrage, nous ferons des rapprochements,
lorsqu ‘appropriés, entre les découvertes au niveau cellulaire et
moléculaire et leurs répercussions cliniques.
Charbel Simon Fawaz
1INTRODUCTION
Avant l’invention du microscope, le système nerveux était considéré comme une
glande produisant du liquide sécrété par le cerveau et la moelle épinière et acheminé par les
nerfs vers la périphérie. Il a fallu attendre la fm du XVIIIC siècle pour que Camillo Golgi
puisse observer sous microscope la structure du neurone tel que nous la connaissons
actuellement. Utilisant des sels d’argent, il a développé une technique lui permettant de
marquer les neurones pour les étudier en microscopie. Cette technique lui a permis
d’identifier les corps cellulaires des neurones ainsi que deux types de projections: les
dendrites d’un côté et un long prolongement de l’autre côté — l’axone. Golgi a ainsi été
considéré comme l’un des fondateurs de la «doctrine du neurone» selon laquelle le
neurone est considéré comme l’élément élémentaire de transmission de l’information dans
le système nerveux.
Malgré cette découverte importante à l’échelon cellulaire en neuroscience, le lien
entre les concepts biologiques et les comportements humains demeurait obscur. Ainsi,
Franz Joseph Gal!, un médecin et neuroanatomiste allemand, a énoncé à la fm du XVIII
siècle une théorie actuellement connue sous le nom de «phrénologie ». En fait, Gall croyait
que les traits de caractère émanaient du cerveau et que chaque région particulière du cortex
contrôlait un trait spécifique (générosité, spiritualité, destruction, etc.). Chacune de ces
régions pouvait se développer avec l’usage, tel un muscle s’hypertrophie avec l’exercice.
Gail a proposé que le développement de chacune de ces régions corticales se reflétait sur le
crâne créant ainsi des bosses et des crêtes. Ainsi, en étudiant les protubérances crâniennes,
Gali croyait pouvoir déterminer les régions cérébrales les plus développées chez un
individu, lui permettant donc de déterminer ses traits de personnalité.
3Influencé par les travaux de Gali et par l’idée de la spécialisation au sein du système
nerveux, le neurologue français Pierre Paul Broca a par la suite développé une nouvelle
théorie de la localisation de la fonction dans le cerveau. Son approche pour étudier ce
phénomène différait cependant de celle de Gall. Il croyait que l’étude des différentes
fonctions cérébrales devait se faire en examinant les circonvolutions cérébrales plutôt que
les protubérances crâniennes et que la meilleure méthode pour comprendre la localisation
d’une fonction particulière s’accomplit en examinant le cerveau de patients présentant une
atteinte clinique précise. Ainsi, il a effectué des études post-mortem sur le cerveau de
plusieurs patients aphasiques. Bien que ces patients semblaient comprendre le langage et
obéissaient à la demande, ils éprouvaient une incapacité à s’exprimer par le langage et ne
pouvaient produire ni verbalement ni par écrit des phrases grammaticales complètes.
L’étude post-mortem du cerveau de ces patients a révélé une atteinte à la région postérieure
du lobe frontal gauche actuellement connue comme «l’aire de Broca ». Cette découverte a
amené Broca à énoncer un des premiers principes illustrant la spécialisation au sein du
cerveau: «Nous parlons avec l’hémisphère gauche! »
Jusqu’à récemment, nos connaissances de la spécialisation dans le cerveau
provenaient principalement d’expériences effectuées chez des animaux ou d’études post
mortem chez des humains. Il a fallu attendre le )Q(C siècle avant que des études chez des
humains vivants ne soient réalisées. À cet égard, le neurochirurgien Wilder Penfleld (1891
1976) a été un pionnier dans le domaine2. Il a été un des premiers à utiliser de façon
‘Nous savons actuellement que l’hémisphère gauche est prédominant pour le langage chez environ 90% des
droitiers et 70% des gauchers.
2 Dr Penfield a été diplômé des universités de Princeton, Johns Hopkins et Oxford avant de venir s’installer à
Monfréal où il a pratiqué ]a neurochirurgie aux hôpitaux Royal Victoria et Monfreal General Hospital. 11 a
également fondé le Montreal Neurological Institute (MMI) dont il a assumé la direction de 1934 à 1960.
4systématique la stimulation électrique directe dans le cerveau de patients éveillés (sous
anesthésie locale). Ainsi, lors de neurochirurgies pour le traitement de l’épilepsie, Penïïeld
utilisait de petites électrodes pour stimuler différentes régions du cerveau en demandant au
patient de nommer différents objets. La stimulation électrique dans les régions responsables
du langage a bloqué la capacité du patient à nommer les objets. Il a ainsi confirmé chez des
patients vivants ce que Broca et Wernicke avaient décrit grâce aux études post-mortem.
Finalement, durant les deux dernières décennies, mentionnons que des avancées
technologiques importantes en imagerie cérébrale ont permis une approche «non invasive»
chez des patients vivants afin d’étudier l’organisation fonctionnelle du cerveau. Ces
nouvelles technologies sont principalement représentées par l’imagerie par résonance
magnétique fonctionnelle (IRMf) et la tomographie par émission de positons (TEP-Scan).
L’TRMf est basée sur 1’IRM traditionnelle (ou anatomique)3 et consiste à réaliser des
images par IRM en des temps suffisamment brefs pour surveiller certains aspects du
métabolisme cérébral. En réalité, les activités mentales précises (lire, écrire, parler, etc.) se
traduisent par une augmentation du débit sanguin local dans les régions cérébrales
concernées. L’IRMf permet d’obtenir des images du changement du débit sanguin dans ces
régions avec une précision anatomique (lmm) et temporelle (1/10e de seconde)
remarquables. Par ailleurs, le TEP-Scan consiste à administrer au patient (par voie
intraveineuse le plus souvent) une molécule marquée par un isotope radioactif afin de
suivre, par détection externe, le fonctionnement normal ou pathologique d’un organe.
Ainsi, selon le traceur radioactif injecté, nous pouvons mesurer des phénomènes
L’IRM anatomique consiste à observer, sous l’effet d’un champ magnétique intense, la résonance des
noyaux hydrogène présents à des concentrations différentes dans le tissu nerveux, les liquides corporels, les
graisses des tissus biologiques, les muscles et les os, permettant donc de visualiser avec une très haute
précision la structure anatomique d’un organe.
5biologiques précis tels que le débit sanguin local dans certaines régions cérébrales ou la
densité des récepteurs d’un neurotransmetteur.
Actuellement, nous disposons d’une meilleure compréhension de la spécialisation au
sein du cerveau et de la circuiterie neuronale sous-jacente. Les développements de la
biologie cellulaire et moléculaire nous ont également permis de mieux comprendre la
pathogenèse de plusieurs maladies affectant le système nerveux. À titre d’exemple, nous
pouvons noter que l’intérêt porté au système cholinergique a amélioré nos connaissances de
pathologies redoutables telle que la myasthénie grave et a permis le développement de
plusieurs médicaments tels que les curares utilisés surtout en anesthésie ou les médicaments
pro-cholinergiques (inhibiteurs de la cholinestérase empêchant ainsi la dégradation de
l’acétylcholine) utilisés dans certaines formes de démence comme la maladie d’Alzheimer.
Par ailleurs, la recherche effectuée sur le système GABAergique a permis la découverte des
benzodiazépines couramment utilisés dans le traitement des troubles anxieux tels que
l’anxiété généralisée, le trouble panique avec ou sans agoraphobie, la phobie sociale, etc.4
Finalement, mentionnons le système dopaminergique qui a fait l’objet de beaucoup
d’attention aux cours des dernières décennies. La dopamine (DA) est un neurotransmetteur
catécholaminergique qui régule plusieurs fonctions incluant la locomotion, la sécrétion
hormonale, l’intégration visuelle, la motivation, l’attention et les émotions. De plus, cette
catécholamine joue un rôle important en périphérie où elle module les fonctions rénale et
cardiovasculaire, la sécrétion hormonale et la motilité gastrointestinale. Ainsi, les
perturbations du fonctionnement du système dopaminergique donnent lieu à des maladies
4 Voir Synopsis ofPsvchiat,y par Kaplan et Sadock (des éditions Williams and Wilkins) pour une description
plus détaillée de la présentation clinique des troubles anxieux.
6psychiatriques et neurologiques dévastatrices telles que la schizophrénie, la dépendance aux
drogues, la maladie de Parkinson et le syndrome de Gilles de la Tourefte.
En plus des neurotransmetteurs à petite molécule comme la DA ou l’acétylcholine,
les neurones libèrent aussi de nombreux peptides qui agissent comme d’importants
régulateurs de la fonction neuronale. À titre d’exemple, la neurotensine (NT) a suscité
beaucoup d’intérêt durant les 25 dernières années principalement dû à son interaction avec
le système dopaminergique. Nos connaissances sur les neuropeptides comme la NT sont
cependant beaucoup moins élaborées que celles sur la DA et plusieurs mécanismes d’action
neurotensinergiques demeurent à clarifier. La NT est un peptide de 13 acides aminés
présent dans le système nerveux central et le tractus digestif Isolée pour la première fois
par Carraway et Leeman en 1973, elle a été découverte lors de la purification de la
substance P. Ces derniers ont observé la présence d’un composé peptidique autre que la
substance P suite au passage d’un tissu hypothalamique dans une colonne
chromatographique. Ce peptïde a ensuite été nommé «neurotensine» étant donné sa
présence dans le SNC et son effet hypotenseur accompagné de vasodilatation périphérique
après son administration locale chez le rat.
Le présent ouvrage se concentre tout d’abord sur le système neurotensinergique afm
de dégager nos connaissances actuelles des principaux mécanismes cellulaires et
moléculaires sollicités par la NT et les récepteurs neurotensinergiques. Ensuite, nous
présentons brièvement le système dopaminergique étant donné l’étroite relation entre la NT
et ce dernier. Enfm, le troisième chapitre de l’introduction de ce mémoire traite de
l’interaction entre la NT et le système dopaminergique et soulève l’hypothèse d’une
7implication de ce neuropeptide dans la physiopathologie de maladies importantes telles que
la schizophrénie. Cette revue de la littérature sur la NT et son interaction avec la DA
devrait nous permettre de faire ressortir l’importance de la réalisation de ce projet. Nous
présentons ensuite nos résultats sous forme d’article qui sera prochainement soumis pour
publication. Par la suite, nous discutons de la portée de nos résultats ainsi que des avantages
et des limites du modèle expérimental et de la technique (la voltamétrie cyclique) utilisés
pour les obtenir. finalement, avant de conclure, nous traitons des perspectives et des voies
de recherche à suivre afm de souligner le potentiel des agonistes et/ou antagonistes
neurotensinergiques dans le traitement de patients présentant des troubles psychotiques.
$1. SYSTÈME NEUROTENSINERGIQUE
1.1 Métabolisme de la NT
Le gène encodant la NT a d’abord été isolé et séquencé chez le rat et le chien (Dobner
et al., 1987; Kislauskis et al., 1988). Des études subséquentes chez l’humain ont démontré
une haute conservation de ce gène entre espèces suggérant ainsi son implication dans des
processus biologiques de base importants chez les mammiferes (Bean et al., 1992; Evers et
al., 1995). Ce dernier encode une pro-protéine d’environ 170 a.a., un précurseur du
tridécapeptide NT (jGlu’ -Leu2-Tyr3-G1u4-Asn5-Lys6-Pro7-Arg8-Arg9-Pro‘°-Tyr’ ‘-11e’2-
Leu’3-OH) dont les acides aminés $ à 13 se sont avérés essentiels à l’activité biologique
(Lambert et al., 1995). De plus, cette pro-protéine est également le précurseur de la
neuromédine N (NN), un hexapeptide (H-Lys-Ile-Pro-Tyr-Ile-Leu-OH) apparenté à la NT.
En effet, les 4 a.a. au pôle carboxy-terminal de la NT et la NN sont identiques. Bien que les
propriétés pharmacologiques de la NN soient moins étudiées que celles de la NT, la NN se
lie aux récepteurs neurotensinergiques (décrits en détail dans la section 1.2) et semble
exercer un effet biologique similaire à la NT (Carraway et al., 1992).
Dans le SNC, la transmission neurotensinergique est principalement interrompue par
suite d’un clivage de la NT par plusieurs peptidases. Ainsi, la demi-vie rapportée de la NT
dans le SNC est d’environ 15 minutes (Checler et al., 19$6a). Les principales peptidases
impliquées dans la dégradation de la NT sont: les métalloendopeptidases 24.15 et 24.16
(Checler et al., 19865; Orlowski et al., 1983), l’enzyme de conversion de l’angiotensine
9(Slddgel et al., 1984), ainsi que l’endopeptidase 24.11 (Almenoff et al., 1981). Les sites
principaux de coupure enzymatique de ces protéases se situent aux liens peptidiques
suivants Arg8-Arg9, Pro’°-Tyr1’ et Tyr11-Ile’2. Il en résulte les fragments peptidiques N-
terminaux NT (1-8), NT (1-10) et NT (1-1 1), alors qu’en C-terminal, seul le fragment NT
(9-13) a été détecté. Ce dernier s’est révélé biologiquement actif, mais se trouve rapidement
dégradé, libérant la tyrosine en position 11, qui peut ensuite être recyclée dans la synthèse
des protéines. Par ailleurs, les fragments peptidiques NT (l-8) et NT (l-Ï Ï) sont inactifs
dans les préparations biologiques, tandis que le fragment NT (1-10) est rapidement
métabolisé enNT (1-8) par l’enzyme de conversion de l’angiotensine.
1.2 Caractéristiques des récepteurs de la NT
Actuellement, trois récepteurs de la NT sont identifiés dans le SNC: deux récepteurs
membranaires (NTR1 et NTR2) et un récepteur intracellulaire (NTR3). La majorité des
effets observés lors de l’administration de la NT résulte cependant de l’interaction entre la
NT et les récepteurs membranafres. Le premier de ceux-ci, NTR1, lie la NT avec une haute
affmité (Kj = 0,1-0,3 nM) et est insensible à la levocabastine, un antagoniste du récepteur
histaminergique H1 (Tanaka et al., 1990; Vita et al., 1993). Quant au récepteur
neurotensinergique NTR2, il lie la NT avec une plus faible affmité (Kj 3-5 nM) et se
trouve sensible à la levocabastine. Finalement, un troisième récepteur liant la NT a été plus
récemment découvert et nommé NTR3 (Mazella et al., 199$).
Récepteur NTR1
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Le récepteur NTR1 a d’abord été caractérisé en 1977, grâce à des expériences de
radioliaison utilisant la NT tritiée et la NT iodée (Kitabgi et al., 1977; Lazarus et al., 1977).
Par la suite, des études de liaison utilisant les différents fragments de la NT, ainsi que des
peptides modifiés, ont démontré que l’affimité de la NT à son récepteur réside uniquement
dans les acides aminés 8 à 13 de son pôle carboxy-terminal. Ainsi, de nos jours, plusieurs







Figure 1 : Récepteurs neurotensinergiques NTR1 (bleu et vert) et NTR2 (bleu, vert et jaune) du rat.
Noter les 7 domaines transmembranaires de ces récepteurs reliés par des boucles infra et extra
cellulaires. Les régions préservées entre ces deux récepteurs sont représentées en vert (principalement
les domaines fransmembranaires), alors que les régions présentant des variations importantes sont
représentées en jaune (El, 13 et 14) (tiré de Vincent et al., 1999).
neurotensinergique. Bien que caractérisé en 1977, l’identification moléculaire du récepteur
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NTR1 n’a été accomplie qu’en 1990, par Tanaka et al. (figure 1). Le récepteur a alors été
cloné chez le rat et classé comme membre de la grande famille des récepteurs couplés aux
protéines G, avec sept domaines transmembranaires liés par des boucles intra et extra
cellulaires. Par la suite, le récepteur NTR1 a été caractérisé chez l’humain (41$ a.a.). Ce
dernier partage une homologie de 84% avec le récepteur identifié chez le rat (424 aa.)
(Vita et al., 1993; Watson et al., 1993).
Le récepteur NTR1 est exprimé dans le cerveau et dans le système digestif du rat et de
l’humain (Tanaka et al., 1990; Vita et al., 1993). Dans le cerveau, il est localisé dans les
neurones de la bande diagonale de Broca, du noyau suprachiasmatique, du noyau basal
magnocellulaire, de la région supramammillaire, ainsi que de la substance noire et de l’aire
tegmentaire ventrale du mésencéphale (Elde et al., 1990; Zhang et al., 1995). Cette
localisation anatomique est surtout le résultat d’études par hybridation in situ recherchant
l’expression de l’ARN messager du récepteur NTR1. De plus, l’autoradiographie (Moyse et
al., 1987) et l’immunohistochimie (Boudin et al., 1996) démontrent que le récepteur NTR1
est également présent dans le striatum probablement en partie sur les terminaisons des
neurones dopaminergiques.
Plusieurs agonistes et antagonistes du récepteur NTR1 sont actuellement connus. Les
principaux agonistes identifiés sont : la NT et la I%JN (Minamino et al., 1984), le fragment
NT (8-13) (Kitabgi et al., 1977) et l’acétylneurotensine (8-13) (Gilbert et al., 1989). Par
ailleurs, deux antagonistes du récepteur NTR1 ont été caractérisés: le SR1 4294$A et le
SR4$692. Ces deux bloqueurs se lient au récepteur avec une affmité de l’ordre du
nanomolaire, bien que le SR142948A (1C50 = mM) possède une affinité plus élevée que le
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$R4$692 (1C50 = l0nM) pour le récepteur NTR1 (Gully et al., 1993, 1997). Durant la
dernière décennie, la découverte de ces deux antagonistes s’est avérée un outil précieux
contribuant grandement à une meilleure compréhension de la transmission
neurotensinergique dans le cerveau.
Récepteur NTR2
Le récepteur NTR2 a été identifié dans les années 80 (Mazella et al., 1985, 19$$,
1989; Schotte et al., 1988; Schotte and Leysen, 1989). Ce site de liaison a d’abord été
classé comme un site «accepteur» reconnaissant la NT mais dépourvu de fonction
physiologique particulière (Schotte et al., 198$). Cependant, des études plus récentes ont
démontré que ce site de liaison, liant la NT avec une faible affmité et sensible à la
levocabastine, est effectivement doté d’une activité biologique et possède toutes les
caractéristiques requises pour être classé comme un véritable récepteur (Dubuc et al., 1994;
Labbé-Jullié et al., 1994; Le et al., 1996). La composition moléculaire du récepteur NTR2 a
ensuite été révélée, grâce à son clonage, d’abord chez le rat et la souris (416 a.a.) (Chalon et
al., 1996; Mazella et aÏ., 1996) puis chez l’humain (410 a.a.) (Vita et al., 1997). Ce
récepteur possède une homologie en acides aminés de 64% avec le récepteur NTR1 et, tout
comme ce dernier, appartient à la grande famille des récepteurs couplés aux protéines G
avec sept domaines transmembranaires (figure 1).
Le récepteur neurotensinergique NTR2 differe du récepteur NTR1 par sa distribution
tissulaire et cellulaire ainsi que son ontogenèse. Contrairement au récepteur NTR1 qui est
localisé dans le cerveau et dans le système digestif, le récepteur NTR2 est principalement
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exprimé dans le cerveau. Au sein même du cerveau, la distribution du récepteur NTR2
diflre de celle du récepteur NTR1. Les études par hybridation in situ ont ainsi démontré
que le récepteur NTR2 est principalement exprimé dans l’hippocampe, le système olfactif,
le cortex cérébral, le cortex cérébelleux et, dans une plus faible proportion, dans la bande
diagonale de Broca, le noyau septal médial ainsi que le noyau supraoptique (Sarret et al.,
1998; Walker et al., 199$). In vivo, Les études chez le rat ont démontré que le récepteur
NTR2 est également exprimé dans la substance noire, une région associée à une forte
activité dopaminergique. Dans cette région, à l’échelon cellulaire, le récepteur NTR2
semble principalement localisé dans les cellules gliales, alors que le récepteur NTR1 est
exprimé surtout par les neurones (Boudin et al., 199$). Il existe toutefois des données
suggérant une localisation du récepteur NTR1 dans les cellules gliales (voir Trudeau, 2000,
pour une description de l’action de la NT sur les astrocytes via le récepteur NTR1), ainsi
qu’une localisation du récepteur NTR2 dans les neurones. Grâce à la technique de Western
Blot et de l’immunocytochimie, une étude récente de Sarret et al. (2005) suggère en effet la
présence du récepteur NTR2 dans les neurones des voies nociceptives de la moelle épinière
et des ganglions rachidiens postérieurs chez le rat. Par ailleurs, l’ontogenèse des récepteurs
NTR1 et NTR2 semble très différente. Chez la souris, l’ARNm du récepteur NTR2 est
détecté seulement au 14e jour postnatal et atteint des concentrations adultes au 30e jour
(Sarret et al., 199$). En revanche, l’ARNm du récepteur NTR1 est exprimé dès la naissance,
puis atteint transitoirement un pic vers la première semaine de vie avant de diminuer
progressivement pour arriver à des niveaux adultes vers le 3O jour postnatal (Sato et al.,
1991,1992; Hermans et al., 1993).
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Du point de vue pharmacologique, le récepteur NTR2 possède les mêmes agonistes
que le récepteur NTR1, dont les principaux sont la NT, le fragment NT (s-13) et la
neuromédine N. De plus, le récepteur NTR2 lie la levocabastine qui agit comme un agoniste
partiel (Chalon et al., 1996; Mazella et al., 1996; Gully et al., 1997). Par ailleurs, le
récepteur NTR2 possède un antagoniste principal: le SR142948A. Ce dernier bloque le
récepteur NTR2 avec une haute affmité (1-4 nM) chez le rat et la souris, contrairement au
SR4$692 qui ne bloque le récepteur NTR2 qu’à des doses beaucoup plus élevées, avec des
Kd respectifs de $2 et 300 nM chez le rat (Chalon et al., 1996) et la souris (Mazella et al.,
1996). Ainsi, le SR142948A est souvent décrit comme un antagoniste non-spécifique
bloquant l’effet des deux récepteurs NTR1 et NTR2 contrairement au bloqueur SR48692 qui
est plutôt un antagoniste spécifique au récepteur NTR1 et qui n’agit sur le récepteur NTR2
qu’à des doses plus élevées.
Le tableau I compare les principales caractéristiques des deux récepteurs
neurotensinergiques NTR1 et NTR2.
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Tableau I : Caractéristiques des récepteurs neurotensinergiques NIR1 et NTR2
.
.
Type de récepteurCaracteristtques du
récepteur NTR, NTR2
Clonage
Souris - Mazella et al., 1996
Rat Tanaka et al., 1990 ChaTon et al., 1996
.
Vita et al., 1993Humain VitaetaL, 1997Watson et al., 1993
Taille
Souris - 416a.a.
Rat 424 a.a. 416 a.a.
Humain 418 a.a. 410 a.a.
. .
Couplé aux protéines G avec Couplé aux protéines G avecClassification 7 domames TM 7 domames 1M
Membrane plasmique Membrane plasmique
.
.
Principalement les neurones Principalement dans les
Localisation Egalement dans les cellules cellules gliales
gliales Egalement dans les neurones
NT N
. . . Fragment NT (8-13)Principaux agonistes . Fragment NT (8-13)Acetylneurotensme (8-13) NNeuromédine N ÇN) eurome me
. .
. SR14294$APrincipaux antagonistes SR48692 $R142948A
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Récepteur NTR3
Le récepteur NTR3 a été récemment identifié et caractérisé. Déjà cloné auparavant
chez l’humain, on le connaît également sous le nom de «gp95/sortilin» (Mazella et al.,
199$; Zstirger et al., 1994). Ce récepteur est synthétisé comme un peptide précurseur de
100 kDa, qui est clivé par la furine, une prohormone convertase, générant ainsi une protéine
de 95 kDa possédant un seul domaine transmembranaire et liant la NT avec une haute
affmité (0,1-0,3 nM).
Le récepteur NTR3/gp95/sortilin est principalement exprimé dans des vésicules
intracellulaires des neurones, des cellules gliales et des adipocytes (Chabry et al., 1993;
Peterson et al., 1997; Morris et al., 1998). Dans les adipocytes, il est localisé dans des
vésicules contenant le transporteur du glucose GLUT4 et se trouve rapidement déplacé vers
la membrane cellulaire en réponse à l’insuline. Dans les neurones, le récepteur NTR3 est
également localisé dans le compartiment intracellulaire et l’exposition du neurone à la NT
engendre son déplacement vers la membrane plasmique (Chabry et aL, 1993). Même si la
localisation cellulaire du récepteur NTR3 est bien documentée, les données sur sa fonction
physiologique restent rares et plusieurs hypothèses concernant son rôle biologique ont été
avancées. Il a été proposé que le récepteur NTR3 soit impliqué dans la recapture et la
dégradation de la NT, modulant ainsi la cinétique du signal neurotensinergique (Mazella et
al., 1998; Mazella, 2001; Navarro et al., 2001). De plus, au niveau intracellulaire, on croit
que le récepteur NTR3 peut agir comme un récepteur de «triage des protéines» servant
ainsi au transport protéique entre l’appareil de Golgi et le compartiment endosomal
(Peterson et al., 1997), ainsi qu’au transport de certains peptides des vésicules
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intracellulaires jusqu’à la membrane plasmique, comme c’est le cas pour le transporteur du
glucose GLUT4 dans les adipocytes.
1.3 Mécanismes d’action de la NT
Depuis sa découverte en 1973, la NT a fait l’objet de plusieurs études neurochimiques
et électrophysiologiques visant à élucider son mécanisme d’action cellulaire. Étant donné
l’étroite relation de la NT avec le système dopaminergique, les données sur les mécanismes
d’action neurotensinergiques proviennent principalement d’études sur l’effet de la NT sur
les systèmes dopaminergiques nigrostriés et mésocorticolimbiques. Deux principaux
mécanismes d’action de la NT sont actuellement proposés: 1) la modulation par la NT des
voies de signalisation intracellulaires impliquant des seconds messagers chimiques; et 2)
l’intemalisation du complexe NT — NTR.
1.3.1 Modulation par la NT des voies de signalisation intracellulaires
Les principales voies de signalisation reliées au système neurotensinergique ont été
décrites à partir d’expériences étudiant l’effet de l’activation du récepteur NTR1 surtout,
mais également du récepteur NTR2. Comme nous l’avons vu, NTR1 et NTR2 sont des
récepteurs de type «métabotrope» faisant partie de la famille des récepteurs couplés aux
protéines G. Ainsi, en théorie, la NT peut exercer son effet par l’activation de l’une ou
l’autre des voies de signalisation associées aux récepteurs couplés aux protéines G : 1) la
voie de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) médiée par l’enzyme adénylyl
cyclase; 2) la voie du diacylglycérol (DAG) — inositol triphosphate (1P3) médiée par
1$
l’enzyme phospholipase C, l’1P3 engendrant une mobilisation du calcium intracellulaire
pouvant mener à la production d’oxyde nitrique (NO) et de GMP cyclique (voir ci-bas pour
plus de détails); 3) la voie de l’acide arachidonique médiée par l’enzyme phospholipase A2;
et 4) la modification directe de conductances ioniques soit par la protéine G ou par ses
seconds messagers. Cependant, les études ont démontré que la NT privilégie surtout deux
mécanismes principaux: 1) l’activation de la voie médiée par la phospholipase C et 2)
l’activation de canaux cationiques et des canaux de type GIRK (« G-protein coupled inward
rectifying K channels »).
Premièrement, le récepteur NTR1 est couplé à la phospholipase C (Hermans et al.,
1992; Chabry et al., 1994), une enzyme effectrice des protéines G hydrolysant le
phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) pour générer les seconds messagers 1P3 et DAG.
La production d’1P3 a été détectée par suite de l’application de NT dans des tranches de
cerveau de rat, ainsi que dans différentes lignées cellulaires où les récepteurs
neurotensinergiques sont exprimés (Goedbert et al., 1984; Snider et al., 1986; Watson et
al.,1992; Hermans et al., 1994). Cette production d’1P3 est connue pour engendrer la
mobilisation des stocks de calcium intracellulaire, et une augmentation des concentrations
de calcium intracellulaire est en effet observée lors de l’application de NT (Memo et al.,
1986; Snider et al., 1986; Bozou et al, 1989a, b; Trudeau, 2000). Cette augmentation de
calcium intracellulaire suivant l’administration de NT semble activer une cascade
biochimique menant à la production du second messager gazeux NO, par l’intermédiaire de
la NO synthase (Marsault and Frelin, 1992; Slusher et al., 1994). Le NO formé active
ensuite l’enzyme guanylyl cyclase entraînant ainsi une production de GIVP cyclique. Le
GMP cyclique est en réalité un des premiers messagers intracellulaires ayant été reliés à
19
l’activation des récepteurs neurotensinergiques, d’abord, dans des études de la lignée
cellulaire neuroblastique NI E 115 (Gilbert and Richelson, 1984) puis, plus récemment, dans
des expériences de transfection cellulaire (Siusher et al., 1994). Par ailleurs, la
phospholipase C génère également le second messager DAG qui active à son tour la
protéine kinase C (PKC). L’implication de la PKC dans la réponse à la NT a également été
suggérée. En effet, une action bien connue de la NT est une facilitation de la libération de
DA par les neurones dopaminergiques du mésencéphale. Or, cette facilitation de la
libération de dopamine induite par la NT est diminuée par suite d’une régulation à la baisse
de l’activité de la PKC après une incubation prolongée au phorbol ester de cultures de
neurones dopaminergiques mésencéphaliques (Brouard et al., 1994).
Deuxièmement, bien que le mécanisme d’action principal de la NT semble dépendre
des voies médiées par la phospholipase C, la NT possède également la capacité d’induire
l’ouverture de canaux cationiques et engendre un effet excitateur direct sur les neurones
dopaminergiques (Farkas et al., 1996, 1997). Une autre voie de signalisation a aussi été
décrite : la voie impliquant les canaux GIRK. En réalité, la DA est connue pour réguler sa
propre libération par l’activation d’autorécepteurs. Les autorécepteurs dopaminergiques de
type D2 sont ainsi localisés sur les neurones dopaminergiques au niveau somatodendritique
et terminal. Leur activation entraîne une inhibition de la libération de DA. Au niveau
somatodendritique, ces récepteurs agissent principalement en augmentant la conductance
des canaux GIRK. À l’inverse, la NT diminue la conductance des canaux GIRK, facilitant
donc la libération de DA en s’opposant à l’autoinhibition des neurones dopaminergiques
générée par l’activation des récepteurs D2 (Farkas et al., 1997). Ainsi, en plus de moduler
l’activité de messagers intracellulaires mobilisés lors de l’activation des récepteurs
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neurotensinergiques, la NT peut également moduler la libération dopaminergique par une
interaction en aval entre les voies de signalisation des récepteurs neurotensinergiques et
dopaminergiques, c’est-à-dire au niveau du canal GIRK.
1.3.2 Internalisation du complexe NT — NTR
Plusieurs études sur les effets de la NT ont démontré une désensibilisation de la
réponse à la NT caractérisée par une absence d’effet par suite d’application répétée de ce
peptide, ainsi que par un effet transitoire lors de l’application soutenue de la NT (Carraway
and Leeman, 1973; Audinat et al., 1989; DiPaola and Richelson, 1990; Trudeau, 2000).
Cette désensibilisation a été découverte dans la toute première étude sur la NT, où
l’hypotension générée par l’administration de NT a démontré une tachyphylaxie
importante. De plus, l’application subséquente du peptide n’a généré aucune réponse
pendant environ 60 minutes suivant la première dose administrée et il a fallu attendre
quelques heures avant que la réponse à la NT ne soit complètement restaurée (Carraway
andLeeman, 1973).
La désensibilisation de la réponse à la NT est due à l’intemalisation du complexe NT
— récepteur neurotensinergique. Cette intemalisation a été observée au niveau
somatodendritique (neurones dopaminergiques du mésencéphale) et terminal (noyau
caudé/putamen et striatum) (Castel et al., 1991; Beaudet et al., 1994; faure et al., 1995).
Une fois internalisé, le complexe NT — NTR se dissocie et le récepteur neurotensinergique
peut alors être recyclé vers la membrane cellulaire ou dégradé dans l’appareil lysosomal
(Boudin et al., 1992; Souazé, 2001). Par ailleurs, la NT intemalisée peut être acheminée de
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la terminaison synaptique vers le corps cellulaire par transport axonal rétrograde (Laduron,
1995). Ainsi, l’injection de NT marquée à l’iode dans le striatum de rats permet une
détection subséquente de radioactivité dans la substance noire ipsilatérale (Castel et al.,
1990, 1991), imputable à un transport rétrograde de la NT marquée dans les axones de la
voie dopaminergique nigrostriée, du niveau terminal (striatum) au niveau somatique
(substance noire). Ce transport rétrograde de NT est saturable. Ainsi, la détection de
radioactivité dans la substance noire est inhibée lorsqu’on injecte avec la NT radioactive
dans le striatum des concentrations importantes de ligands des récepteurs
neurotensinergiques non-marqués (Castel et al., 1 992a). Finalement, mentionnons au
passage l’hypothèse soulevée par certaines études selon laquelle la NT, une fois dans le
corps cellulaire, pourrait être impliquée dans la régulation de l’expression génique
(Burgevin et al., 1992; Laduron 1994, 1995). Les études de microscopie électronique ont
d’ailleurs démontré un marquage accru dans la région périnucléaire par suite du transport
rétrograde de la NT radioactive du striatum vers la substance noire (Castel et al., 1 992a, b).
Toutefois, bien que l’internalisation de la NT et du complexe NT — NTR soit un phénomène
actuellement bien documenté, les données supportant la régulation de l’expression génique




2.1 Métabolisme de la dopamine
La DA appartient au groupe des neurotransmetteurs catécholaminergiques qui
comprend également la norépinéphrine et l’épinéphrine. La DA constitue toutefois près de
80% du contenu en catécholamines du cerveau. Cette molécule est dérivée de l’acide aminé
tyrosine. Deux réactions biochimiques servent à transformer la tyrosine en DA auxquelles
participent deux enzymes principales: la tyrosine hydroxylase (1H) et la L
dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) décarboxylase. La 1H sert à convertir la tyrosine en L-
DOPA. La 1H est présente dans toutes les cellules produisant des catécholamines et
représente l’étape limitante de synthèse de dopamine. La présence de cette enzyme est
également utilisée comme marqueur immunocytochimique des compartiments
somatodendritique (ATV, substance noire) et axonal (NAcc, striatum) des neurones
dopaminergiques. La L-DOPA décarboxylase permet la conversion de la L-DOPA en
dopamine. Cette enzyme se retrouve dans le SNC ainsi qu’en périphérie. Sa présence à
l’extérieur du SNC requiert une attention particulière lors du traitement de la maladie de
Parkinson. En effet, la L-DOPA est un des traitements de choix dans cette maladie puisque,
contrairement à la dopamine, elle traverse la barrière hémato-encéphalique. Cependant,
lorsque la L-DOPA est administrée seule, chez les patients parkinsoniens, elle est
rapidement transformée en dopamine par la L-DOPA décarboxylase périphérique et ne peut
donc atteindre le SNC pour accomplir son action thérapeutique. La présence de cette
enzyme en périphérie fait en sorte que seulement 1 à 3% de la L-DOPA administrée au
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patient parkinsonien traverse la barrière hémato-encéphalique, alors que le reste est converti
en dopamine. C’est pourquoi, afm de limiter la conversion périphérique de L-DOPA en
dopamine, on utilise la carbidopa, un inhibiteur de la L-DOPA décarboxylase qui ne
pénètre pas la barrière hémato-encéphalique, en combinaison avec la L-DOPA. Ainsi, la
carbidopa limite la conversion périphérique de la L-DOPA en dopamine, sans affecter sa
transformation dans le SNC. La combinaison carbidopa et L-DOPA permet d’augmenter la
biodisponibilité de cette dernière à 10% dans le SNC. Ainsi, la combinaison de carbidopa et
L-DOPA5 permet une diminution de la dose de L-DOPA requise pour contrôler les
symptômes de la maladie.
Une fois synthétisée, la DA est stockée dans le neurone dopaminergique à l’intérieur
de vésicules via le transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT2), puis est libérée
dans l’espace extra-cellulaire par un mécanisme calcium-dépendant. Ensuite, la
transmission dopaminergique est interrompue principalement suite au transport de la DA de
l’extérieur de la cellule vers l’espace intracellulaire. Cette recapture de la DA est accomplie
par le transporteur membranaire de la dopamine (DAT). L’activité du DAT est sensible aux
variations thermiques du milieu environnant. Ainsi, une diminution de la température
ambiante diminue l’activité du DAT. Cette caractéristique est avantageusement utilisée
dans certains protocoles expérimentaux tels que la mesure de la libération de DA par
voltamétrie cyclique dans des tranches de cerveau, où ces dernières sont souvent
maintenues à des températures inférieures à la température corporelle (35°C). Ces basses
températures inhibent l’activité du DAT et favorisent une augmentation des concentrations
Le Sinemet© est actuellement le médicament le plus couramment utilisé dans le traitement de la maladie de
Parkinson. Il contient une préparation de carbidopa/levodopa dans une proportion fixe de 1:4 (carbidopa
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de DA extracellulaire, facilitant ainsi sa détection. Bien que la recapture joue un rôle
majeur dans la régulation des concentrations de DA dans la fente synaptique, sa
dégradation contribue également à la terminaison du signal dopaminergique. Deux enzymes
sont principalement responsables du métabolisme de la DA: la monoamine oxydase
(MAO) et la catéchol-O-méthyl transférase (COMI). Ainsi, une fois intemalisée dans le
neurone, la dopamine est convertie en acide 3,4-dihydroxyphényl acétique (DOPAC) par
l’enzyme MAO. Le DOPAC peut alors diffuser à l’extérieur du neurone pour être soit
éliminé du SNC soit métabolisé en acide homovanillique (HVA) par l’enzyme COMI. La
COMT sert également à convertir la DA extracellulaire en 3-méthoxytyramine (3-MI). Ces
trois métabolites de la dopamine (DOPAC, HVA et 3-MI) sont détectés par des tecimiques
expérimentales telles que 1’HPLC et la voltamétrie cyclique (voir le chapitre 5 pour une
description plus détaillée de ces deux techniques) et peuvent donc servir à l’étude de la
transmission dopaminergique ainsi que du métabolisme de la dopamine.
25mW levodopa lOOmg) ou de 1:10 (carbidopa 25mW levodopa 250mg).
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2.2 Principales voies dopaminergiques
Dans le cerveau, les corps cellulaires des neurones contenant la DA se retrouvent
dans le mésencéphale (A8-A10), le diencéphale (Al 1-A14), le bulbe olfactif (A16) ainsi
que dans la rétine (A17) (Bj5rk1und and Lindvall, 1984). Près de 90% des neurones
dopamÏnergiques sont localisés dans le mésencéphale au sein de trois noyaux: le noyau
rétrorubral (A8), la substance noire compacte (SNc; A9) et l’aire tegmentaire ventrale
A
ERC
Figure 2: Voies dopaminergiques mésocorticolimbique (A) et nigrostriée (B). Parmi les régions
dopaminergiques terminales, nous constatons le noyau accumbens (NAcc), le striatum dorsal (noyau
caudé/putamen; CPu), le tubercule olfactif (OTu) ainsi que les cortex préfrontal (PFC), piriforme (PIR)
et entorhinal (ERC) (tiré de Binder et aI., 2001).
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(ATV; AlO). Deux voies de projections dopaminergiques majeures originent de ces
groupes de neurones, soit la voie nigrostriée et la voie mésocorticolimbique (figure 2). La
voie dopaminergique nigrostriée relie les corps cellulaires du noyau rétrorubral (A8) et de
la SNc (A9) au striatum dorsal (noyau caudé et putamen). Le système nigrostrié est
impliqué dans la régulation de l’activité motrice et sa dégénérescence est associée à
l’apparition des symptômes de la maladie de Parkinson. Par ailleurs, la voie
dopaminergique mésocorticolimbique origine de l’ATV (AlO) et projette vers le NAcc, le
tubercule olfactif, l’amygdale et certaines régions corticales telles que le cortex préfrontal,
cingulaire et entorhinal (Ungerstedt, 1971; Fallon, 192$). La voie mésocorticolimbique est
impliquée dans l’apprentissage, la mémoire, la motivation, et son dysfonctionnement est
associé à des troubles psychiatriques tels que la schizophrénie et la dépendance aux
drogues. Cette distinction traditionnelle entre les deux voies dopaminergiques d’origine
mésencéphalique est partiellement valable puisqu’il existe un chevauchement entre les deux
systèmes. Ainsi, les neurones de la SNc (A9) projettent aussi en partie vers les régions
limbiques et corticales telles que l’amygdale et le cortex cingulaire antérieur, alors que les
neurones du noyau rétrorubral (A$) projettent aussi en partie vers l’amygdale et le cortex
entorhinal. De plus, les neurones de 1’ ATV contribuent à 1’ innervation du striatum dorsal
(Fallon and Moore, 1978; Arsenault et al., 1988; Fallon, 198$; Parent and Lavoie, 1993).
Finalement, parmi les autres régions dopaminergiques, mentionnons le système
tubéroinfundibulaire (A12) qui origine du noyau arqué et s’étend à l’éminence médiane et à
l’hypophyse (lobe intermédiaire et neurohypophyse). Ce système possède une fonction
endocrinienne et sert au contrôle de la sécrétion de prolactine par l’antéhypophyse.
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2.3 Récepteurs dopaminergiques
La DA agit en se liant à des récepteurs membranaires de la famille des récepteurs
couplés aux protéines G, comportant sept domaines transmembranaires liés par des boucles
intracellulaires et extracellulaires. Cinq récepteurs dopaminergiques ont été identifiés (D1 à
D5) et sont classiquement divisés en deux familles: la famille des récepteurs de type D1,
comprenant D1 et D5, et celle des récepteurs de type D2, comprenant D2, D3, et D4. Cette
division en deux types des récepteurs dopaminergiques a été initialement proposée à la fm
des années 1970, alors que seulement deux récepteurs dopaminergiques étaient connus (D1
et D2). Elle est fondée sur l’effet de ces récepteurs sur l’activité de l’adényiyl cyclase (AC)
(Spano et al., 197$; Kebabian and Came, 1979). L’activation du récepteur D1 stimule
l’activité de l’AC via une protéine G de type G, alors que l’activation du récepteur D2
inhibe l’activité de l’AC via une protéine G de type G. Par la suite, l’introduction des
études génétiques et des procédés de clonage ont mené à l’identification, au début des
années 1990, de trois nouveaux récepteurs dopaminergiques: le récepteur D3 (Sokoloif et
al., 1990), le récepteur D4 (Van Toi et aL, 1991) et le récepteur D5 ($unahara et al., 1991).
Une étude détaillée de la structure de ces récepteurs a révélé une homologie importante
entre les domaines transmembranaires des récepteurs D3 et D4 et ceux du récepteur D2,
ainsi qu’entre les domaines transmembranafres du récepteur D5 et ceux du récepteur D1. En
effet, les domaines transmembranaires des récepteurs D2 et D3 partagent une homologie de
75%, alors que ceux des récepteurs D2 et D4 sont identiques à 53%. Par ailleurs, les
domaines transmembranaires des récepteurs D1 et D5 partagent 80% d’homologie. Ainsi, le
récepteur D5 a été indu dans la famille des récepteurs de type D1, alors que les récepteurs
D3 et D4 ont été classifiés dans la famille des récepteurs de type D2. Toutefois, nous savons
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actuellement que cette classification des récepteurs dopaminergiques en deux familles est
plutôt artificielle, puisque les récepteurs dopaminergiques peuvent agir sur d’autres types
de protéines G que les protéines G et G (protéines G de type G0 par exemple) et mobiliser
plusieurs autres seconds messagers intracellulaires. Une étude détaillée des voies de
signalisation intracellulaires des différents récepteurs dopaminergiques dépasse le cadre de
ce travail. Nous nous intéresserons cependant tout particulièrement au récepteur
dopaminergique D2, dont nous avons étudié l’interaction avec le système
neurotensinergique.
2.4 Récepteur dopaminergique D2
La séquence d’ADN encodant le récepteur D2 a d’abord été identifiée chez le rat, en
198$, par Bunzow et al. Cette séquence de 1245 nucléotides produit une protéine de 415
a.a. Chez l’humain le gène encodant le récepteur D2 a été caractérisé l’année suivante
(Grandy et al., 1989a,b). Ce gène est localisé sur le segment chromosomique 1 1q22-23 et
comprend huit exons séparés par sept introns. L’exon 6 est d’une taille de $7 paires de
bases et encode une séquence de 29 a.a. située dans la troisième boucle intracellulaire du
récepteur D2. Cette séquence d’acides aminés peut être exclue du récepteur D2 par un
phénomène d’épissage de l’exon 6 du gène encodant le récepteur D2 (Dal Toso et al., 1989;
Giros et al., 1989; Monsma et al., 1989). Ainsi, deux isoformes de ce récepteur sont
obtenues, soit le D2 court (ou « short », en anglais) (D2s; 415 a.a. chez le rat et 414 a.a. chez
l’humain) et le D2 long (D2l; 444 a.a. chez le rat et 443 a.a. chez l’humain). Puisque la
troisième boucle intracellulaire du récepteur D2 est impliquée dans le couplage aux
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protéines G, l’existence d’un épissage dans cette région du récepteur D2 a soulevé
l’hypothèse d’une potentielle diversité fonctionnelle entre les deux isoformes. À ce jour,
cependant, peu de différences ont été mises en évidence autant dans la distribution
cellulaire et tissulaire que le profil pharmacologique des deux isoformes. Ainsi, dans les
prochains paragraphes, nous nous concentrerons sur l’activité du récepteur D2 en général,
sans distinction entre les deux isoformes.
Le récepteur D2 est exprimé dans plusieurs régions cérébrales. Il se retrouve, entre
autres, dans le noyau accumbens, le striatum, le tubercule olfactif, 1’ATV et la substance
noire compacte. L’ARNm encodant ce récepteur est également présent dans les cortex
préfrontal, cingulaire, entorhinal et temporal, ainsi que dans l’amygdale et l’hypothalamus
(Meador-Woodruff et al., 1989; Weiner et al., 1991). À l’échelon cellulaire, le récepteur D2
est localisé sur les neurones DAergiques (autorécepteur D2), ainsi que sur plusieurs
populations neuronales non DAergiques incluant certains neurones cholinergiques,
sérotoninergiques, GABAergiques, glutamatergiques et peptidergiques (Jaber et al., 1996).
Dans les neurones DAergiques, l’autorécepteur D2 se retrouve dans les compartiments
somatodendritique et terminal. L’activation de ce récepteur inhibe la libération de DA et
constitue ainsi un mécanisme de régulation majeur de la transmission DAergique.
Tout comme les récepteurs Nlergiques NTR1 et NTR2, le récepteur D2 est un
récepteur couplé aux protéines G à 7 domaines transmembranaires. Ainsi, en théorie, le
récepteur D2 peut exercer son effet en agissant sur l’une ou l’autre des voies de
signalisation associées aux récepteurs couplés aux protéines G. Les études ont démontré
que le récepteur D2 privilégie la voie de l’adénylyl cyclase (AC) en inhibant cette dernière
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(Spano et al., 1978; Kebabian and Calne, 1979). De plus, contrairement aux récepteurs
NTergiques qui diminuent la conductance des canaux GIRK (« G-protein coupled inward
rectifying K channels »), le récepteur D2 augmente la conductance des canaux GIRK au
niveau somatodendritique (Farkas et al., 1997). Finalement, le récepteur D2 permet aussi la
mobilisation d’autres voies intracellulaires telles que celle des MAP kinases.
Au plan pharmacologique, plusieurs agonistes et antagonistes lient le récepteur D2.
Les principaux agonistes connus à ce jour incluent le quinpfrole (K 5-500nM), la
dopamine (K 3-500nM), l’apomorphine (K 1-25nM), la bromocriptine (K 5-l5nM)
et la 7-hydroxy-N-N-di-n-propyl-2-aminotétraline (7-OH-DPAT; K 10-lOOnM). Les
antagonistes du récepteur D2 sont nombreux et représentent une classe importante de
médicaments. Ils sont utilisés comme antipsychotiques (voir chapitre 3 pour une
description détaillée des antipsychotiques) dans le traitement de maladies psychiatriques
graves telles que la schizophrénie. Parmi les principaux antagonistes du récepteur D2,
mentionnons le sulpiride (K 2,5-7OnM), la chlorpromazine (K 0,5-5nM), l’halopéridol
(K 0,5-mM) et la clozapine (K 50-250nM). Finalement, tout comme leur affmité,
précisons que la sélectivité de ces agonistes et antagonistes pour le récepteur D2 varie
également.
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3. INTERACTIONS NEUROTENSINE - DOPAMINE
3.1 Système neurotensinergique et schizophrénie
3.1.1 La schizophrénie
La schizophrénie est une pathologie psychiatrique dévastatrice dont la prévalence
mondiale est de l’ordre de 1% (Carpenter and Buchanan, 1994). Elle se caractérise par
l’apparition de plusieurs signes et symptômes cliniques traditionnellement séparés en deux
grandes catégories: les symptômes positifs (délires, hallucinations, désorganisation du
discours, désorganisation du comportement) et les symptômes négatifs (émoussement
affectif, anhédonie, perte de volonté et retrait social)6. La schizophrénie est divisée en cinq
types selon la symptomatologie prédominante du patient: les types paranoïde, désorganisé,
catatonique, indifférencié et résiduel. Dans la schizophrénie paranoïde, des préoccupations
par une ou plusieurs idées délirantes ou par des hallucinations auditives fréquentes se
retrouvent au premier plan. Dans la schizophrénie de type désorganisé, le discours et les
comportements désorganisés ainsi qu’un affect abrasé ou inapproprié sont prépondérants.
La schizophrénie catatonique est plutôt caractérisée par: 1) une immobilité motrice ou une
activité motrice excessive (souvent stérile et non influencée par des stimuli extérieurs); 2)
des particularités des mouvements volontaires se manifestant par des mouvements
stéréotypés, des maniérismes ou des grimaces, des positions catatoniques (maintien
volontaire d’une position inappropriée ou bizarre); 3) négativisme extrême ou mutisme; et
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4) écholalie ou échopraxie. La schizophrénie de type indifférencié est retrouvée chez les
patients présentant les symptômes positifs et/ou négatifs de la schizophrénie décrits ci-haut
sans toutefois accuser un pattern de symptômes précis (paranoïde, désorganisé ou
catatonique). finalement, la schizophrénie de type résiduel est caractérisée par la
persistance de certains éléments de la maladie (symptômes négatifs, croyances bizarres,
perceptions inhabituelles) sans la présence d’idées délirantes manifestes, d’hallucinations,
de discours ou de comportement franchement désorganisé. La schizophrénie apparaît
habituellement chez le jeune adulte et persiste tout au long de la vie des patients. Les
hommes sont plus précocement touchés par cette maladie que les femmes, avec un début
entre 1$ et 25 ans chez les jeunes hommes et 24 à 35 ans chez les jeunes femmes. Par
ailleurs, on observe un pic de l’incidence de la schizophrénie chez les femmes ménopausées
(potentiellement dû à la cessation de la sécrétion d’oestrogènes qui semblent avoir un effet
antidopaminergique protecteur). Ainsi, le risque à vie d’être atteint de la schizophrénie
devient égal entre les deux sexes.
Durant les dernières décennies, les études sur la schizophrénie ont scrupuleusement
examiné le système dopaminergique. L’intérêt manifesté envers ce système découle
principalement de la découverte de l’action des antipsychotiques sur les récepteurs de la
dopamine. En fait, le système dopaminergique et plus précisément la voie
mésocorticolimbique ont été considérés par Carlsson (l9$$) comme jouant un rôle central
dans la physiopathologie de la schizophrénie. De nos jours, il est toutefois de plus en plus
6 Voir PSYCHL4 TRIE CLINIQUE, une approche bio-psycho-sociale, tome I, par Lalonde et al., pour une
revue plus détaillée de la présentation clinique de la schizophrénie.
A. Carisson est un des pionniers du domaine de la recherche sur la dopamine. Son apport à l’avancement des
connaissances sui le rôle de la dopamine dans les troubles psychotiques lui a valu le Prix Nobel de médecine,
en 2001.
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clair que la schizophrénie ne résulte pas uniquement de la dysfonction du système
dopaminergique, mais plutôt d’une altération de l’équilibre entre plusieurs systèmes de
circuherie neuronale, incluant entre autres les systèmes dopaminergique, cholinergique,
sérotoninergique, GABAergique et glutamatergique (Joyce, 1993; Weinberger and Lipska,
1995; Bachus and Kleinman, 1996). Outre ce dérèglement multisystémique des
neurotransmetteurs classiques, plusieurs systèmes de transmission peptidique ont également
été impliqués dans la physiopathologie de la schizophrénie dont le principal serait le
système neurotensinergique.
3.1.2 NT et schizophrénie
La NT est intimement liée aux circuits neuronaux perturbés dans la schizophrénie.
Dans plusieurs régions cérébrales, ce peptide possède la capacité de moduler les systèmes
de neurotransmetteurs atteints dans cette maladie. Ainsi, l’étude de la transmission
neurotensinergique constitue une piste de recherche intéressante en vue d’une meilleure
compréhension de la schizophrénie et du développement d’antipsychotiques plus efficaces,
générant moins d’effets secondaires extrapyramidaux. Deux types d’études ont été
effectués chez l’humain pour mieux comprendre l’altération de la transmission
neurotensinergique dans la schizophrénie: 1) des études post-mortem visant à mesurer les
concentrations tissulaires de NT, l’expression d’ARNm encodant la NT, ainsi que la densité
des récepteurs neurotensinergiques dans le cerveau de patients schizophrènes; et 2) les
mesures de la concentration de NT dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) de patients
schizophrènes, avant et après traitement avec des antipsychotiques.
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Les études post-mortem n’ont pas réussi à démontrer clairement des changements des
concentrations tissulaires de NT, tant au niveau cortical, striatal, hypothalamique qu’au
niveau du système limbique, chez les patients schizophrènes comparativement à des sujets
non-schizophrènes (Biggins et al., 1983; Nemeroif et al., 19$3a,b; Roberts et al., 1983;
Zecli et al., 1986). De plus, ces études n’ont pas démontré de changement significatif dans
le nombre de neurones dopaminergiques de l’aire tegmentafre ventrale (ATV) exprimant
l’ARNm de la NT (Bean et al., 1992). Par ailleurs, des études visant à mesurer les sites de
liaison de la NT marquée à ses récepteurs ont permis d’observer une augmentation de la
densité des récepteurs neurotensinergiques dans la substance noire de patients sous
traitement antipsychotique (Uffi et Kuhar, 1984), ainsi qu’une diminution du nombre des
récepteurs de la NT dans le cortex préfrontal, le gyrus cingulafre (système limbique) et le
noyau caudé par suite de l’arrêt des antipsychotiques chez des patients schizophrènes ayant
subi un traitement de longue durée avec ces médicaments (Lahti et al., 1998).
La mesure des concentrations de NT dans le LCR de patients schizophrènes a suscité
beaucoup d’intérêt, puisqu’elle permettait d’obtenir une évaluation non-invasive de l’état
du système neurotensinergique chez des sujets humains vivants. En fait, bien que la NT soit
retrouvée dans le SNC et le tractus gastro-intestinal en concentration mesurable dans le
LCR et le plasma, il s’agit d’un peptide qui ne traverse pas la barrière hémato-encéphalique
et qui n’est donc pas filtré de la circulation sanguine par les plexus choroïdes pour se
retrouver dans le LCR. Ainsi, les concentrations de NT mesurées dans le LCR reflètent la
production de NT par le SNC et ne sont pas faussées par la NT présente dans la circulation
systémique. Les analyses méticuleuses du groupe de Charles Nemeroif ont démontré la
présence d’une concentration diminuée de NT dans le LCR d’un sous-groupe de patients
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schizophrènes comparativement à un groupe de sujets non-schizophrènes (Widerk5v et al.,
1982; Lindstrôm et al., 198$; Nemeroif et al., 1989; Garver et al., 1991; Breslin et al.,
1994; Sharma et al., 1997). La baisse de concentration de NT dans le LCR semble en
relation avec une présentation clinique plus sévère de la schizophrénie, surtout pour ce qui
est des délires et des hallucinations (Garver et al., 1991; Breslin et al., 1994; $harma et al.,
1997). Les concentrations de NT intrathécales des patients schizophrènes se normalisent
par suite d’un traitement antipsychotique cliniquement efficace (Garver et al., 1991;
Sharma et al., 1997). De plus, l’altération du système neurotensinergique semble
relativement spécifique aux troubles psychotiques, puisque les concentrations intrathécales
de NT ne sont pas perturbées dans d’autres pathologies neurologiques et psychiatriques
comme la maladie d’Alzheimer, la dépression majeure et les troubles alimentaires
(Nemeroif et al., 1989). Il faut retenir néanmoins que, pour l’instant, les données associant
une perturbation des niveaux de NT dans le cerveau avec la schizophrénie ne sont que de
nature corrélative.
3.2 Système neurotensinergique et antipsychotiques
3.2.1 Les antipsychotiques
Le début de la psychopharmacologie moderne a été marqué par la découverte, au
début des années 1950, de deux molécules agissant comme antipsychotiques: la réserpine
et la chlorpromazine. La réserpine provient d’un arbrisseau, le Rauwolfia, retrouvé en Inde
ainsi que dans certaines régions de l’Afrique et de l’Amérique du Sud. Contrairement à la
cifiorpromazine, la réserpine n’est pas un antagoniste des récepteurs dopaminergiques, mais
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agit plutôt par déplétion pré-synaptique des stocks d’amines biogènes et plus
particulièrement ceux de la dopamine. La réserpine a été utilisée en clinique dans les
années 1950, alors que l’approche pharmacologique des troubles psychotiques restait
encore très limitée. De nos jours, avec le redoutable arsenal thérapeutique dont on dispose
pour traiter les psychoses, la réserpine ne conserve qu’un intérêt historique étant donné ses
effets secondaires (dépressions majeures, suicides) imputables à la déplétion généralisée en
amines biogènes.
La chlorpromazine est une phénothiazine qui agit comme antagoniste des récepteurs
dopaminergiques D2. Cette molécule a été le premier antipsychotique à être synthétisé et à
être largement utilisé dans le traitement des psychoses. Elle est considérée comme le
précurseur des antipsychotiques classiques ou typiques. Depuis la découverte de la
cifiorpromazine, les efforts soutenus des chercheurs et des cliniciens ont permis le
développement de plusieurs autres antipsychotiques. Ces médicaments sont couramment
utilisés de nos jours dans le traitement des troubles psychotiques incluant la schizophrénie,
le trouble schizophréniforme, le trouble psychotique bref, le trouble délirant, le trouble
schizo-affectif les épisodes de manie et de dépression majeure accompagnés de symptômes
psychotiques, les psychoses secondaires (abus de substance, tumeur cérébrale ou démence
de type A]zheimer), ainsi que les agitations sévères et les comportements violents8.
On regroupe généralement les antipsychotiques en deux grandes catégories: les
antipsychotiques classiques ou typiques et les antipsychotiques atypiques. Les
8 Pour approfondir la présentation clinique de ces pathologies psychiatriques, consulter le Manuel
Diagnostique et Statistique des troubles mentaux, 4 édition (DSM-IV) édité par Masson, Paris, 1996 (pour la
version française).
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antipsychotiques typiques comprennent sept classes: 1) les phénothiazines (ex:
chlorpromazine, fluphénazine, trifluopérazine, thioridazine); 2) les thioxanthènes
(thiothixène); 3) les dibenzoxazépines (loxapine); 4) les dihydroindoles (molindone); 5) les
butyrophénones (halopéridol); 6) les diphénylbutyl-pipéridines (pimozide); et 7) les
benzamides (sulpiride). Ces antipsychotiques typiques peuvent également être classifiés
selon leur efficacité clinique en trois grandes catégories: 1) antipsychotiques typiques de
faible puissance (50 à 100 mg = 100 mg de chlorpromazine per os), tels que la
cifiorpromazine, le mésoridazine et le thioridazine; 2) antipsychotiques typiques de
puissance modérée (10 mg 100 mg de clilorpromazine per os), tels que la loxapine et la
molindone; et 3) antipsychotiques typiques de puissance élevée (1 à 5 mg = 100 mg de
cifiorpromazine per os), tels que l’halopéridol, la fluphénazine et la trifluopérazine. Les
antipsychotiques atypiques incluent principalement: la clozapine (une dibenzodiazépine),
l’olanzapine (une thienobenzo-diazépine), la quétiapine (une dibenzothiazépine), la
rispéridone (une benzisoxazole) et la ziprasidone (une dihydroindolone).
3.2.1.1 Distinction entre antipsychotiques typiques et atypiques
Les antipsychotiques typiques et atypiques se distinguent les uns des autres à
plusieurs égards. Deux différences majeures entre ces deux catégories d’antipsychotiques
expliquent leurs effets différents lors de leur utilisation en clinique: 1) les antipsychotiques
typiques et atypiques n’agissent pas sur les mêmes voies dopaminergiques; et 2) les
antipsychotiques typiques et atypiques ne possèdent pas la même affmité pour les différents
types de récepteurs auxquels ils se lient.
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Premièrement, les antipsychotiques typiques agissent sur les voies dopaminergiques
mésocorticolimbique et nigrostriée, tandis que les antipsychotiques atypiques semblent agir
préférentiellement sur la voie dopaminergique mésocorticolimbique. Ainsi, une
administration chronique d’halopéridol engendre une diminution de l’activité
électrophysiologique des neurones dopaminergiques de l’ATV et de la substance noire
(White and Wang, 19835; Grace and Bunney, 1986), alors qu’une administration chronique
de clozapine ne cause une inhibition des décharges électriques que dans l’ATV seulement
(Chiodo and Bunney, 1983; Hu and Wang, 1989). De plus, une administration aiguè
d’antipsychotiques atypiques engendre une augmentation de la décharge électrique des
neurones dopaminergiques dans l’ATV et non dans la substance noire (White and Wang,
1983a,b; Hand et al., 1987), ainsi qu’une augmentation de la libération de dopamine dans le
NAcc et non dans le striatum (Stamford et al., 198$; O’Connors et al., 1989; Moghaddam
and Bunney, 1990). Contrairement à l’administration chronique d’antipsychotiques, qui
cause une inhibition de l’activité des neurones dopaminergiques, l’administration aigu
d’antipsychotiques engendre curieusement une augmentation de l’activité de ces neurones.
Cette augmentation de la libération de DA est contraire à l’effet souhaité dans le traitement
de la schizophrénie puisqu’une hypothèse est que, dans cette pathologie, il y ait une
hyperactivité DAergique qu’on désire inhiber par un traitement antipsychotique. Cette
différence entre l’administration aigmi et chronique de ces médicaments peut être expliquée
par l’hypothèse, actuellement bien acceptée, stipulant que l’administration chronique
d’antipsychotiques provoque un «blocage par dépolarisation» des neurones
dopaminergiques à la suite d’un blocage prolongé des autorécepteurs dopaminergiques de
la famille D2 menant à une inactivation des canaux sodiques impliqués dans la genèse du
potentiel d’action (Bunney and Grace, 1978). Ainsi, bien que le blocage des récepteurs soit
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immédiat au début d’un traitement antipsychotique, l’effet antipsychotique désiré
n’apparaît complètement qu’au bout de plusieurs semaines de traitement.
Deuxièmement, les antipsychotiques typiques et atypiques diffèrent grandement dans
leur aWmité respective pour les récepteurs auxquels ils se lient. Il est connu que ces deux
classes d’antipsychotiques agissent principalement comme des antagonistes des récepteurs
dopaminergiques de type D2. Puisque les récepteurs dopaminergiques D2 sont bloqués par
ces deux types d’antipsychotiques, il est raisonnable de supposer que les différences
observées entre les effets des antipsychotiques typiques et atypiques proviennent d’une
certaine implication d’autres récepteurs que le récepteur D2. À cet égard, plusieurs autres
récepteurs ont été associés aux différences notées entre l’action des antipsychotiques
typiques et atypiques. Ces récepteurs incluent les récepteurs sérotoninergiques 5-HT2A
(Meltzer et al., 1989), les récepteurs dopaminergiques de type D4 (VanTol et al., 1991), les
récepteurs Œ-adrénergiques (Svensson et al., 1995) et les récepteurs glutamatergiques
(O]ney and farber, 1995). Dans ce contexte, deux hypothèses principales sont actuellement
retenues pour expliquer les différences entre les effets des antipsychotiques typiques et
atypiques. La première et la mieux acceptée stipule que la différence entre ces deux classes
de médicaments découle de leurs différentes constantes de dissociation du récepteur D2, les
antipsychotiques atypiques ayant une constante de dissociation plus rapide que les typiques.
Cette caractéristique résulte en une affmité plus faible pour le récepteur D2 des
antipsychotiques atypiques par rapport aux typiques. Ainsi, les antipsychotiques typiques
administrés aux doses thérapeutiques usuelles ont démontré une haute affmité pour les
récepteurs D2, avec un taux d’occupation de ces récepteurs de plus de 70% (farde et al.,
198$; Kapur et al., 2000), alors que celui des antipsychotiques atypiques serait plutôt de
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l’ordre de 50-60% (Kapur et al., 1999). La deuxième hypothèse suppose une affmité plus
grande des antipsychotiques atypiques pour le récepteur sérotoninergique 5-HT2A. Avancée
par Meltzer et al. en 1989, cette hypothèse est actuellement moins répandue que la première
(différence d’aWmité des antipsychotiques pour le récepteur D2). En fait, bien que les
antipsychotiques atypiques aient une plus grande affmité pour le récepteur 5-HT2A que pour
le récepteur D2, cette affmité pour le récepteur 5-HT2A ne semble pas être le mécanisme
d’action principal qui sous-entend leurs effets. Primo, certains antipsychotiques typiques
(ex: loxapine) possèdent également un taux d’occupation des récepteurs 5-HT2A équivalent
à celui des antipsychotiques atypiques (Kapur et al., 1997). Secundo, les antipsychotiques
atypiques montrent un haut taux d’occupation des récepteurs 5-HT2A à des doses sous-
thérapeutiques (doses ne générant donc pas un effet antipsychotique adéquat; Kapur et al.,
1999). Tertio, certains antipsychotiques atypiques (ex: olanzapine, rispéridone)
n’engendrent un effet thérapeutique efficace que lorsque le taux d’occupation des
récepteurs D2 dépasse 65%, confirmant l’importance du blocage de ces récepteurs dans
l’activité antipsychotique de ces médicaments. De plus, l’utilisation de la fanansérine, un
bloqueur du récepteur 5-WF2A, n’exerce pas d’effet antipsychotique (cette molécule étant
dépourvue d’action sur le récepteur D2; Truffmet et al., 1999).
3.2.1.2 Effets secondaires des antipsychotiques
Le terme neuroleptique, également utilisé pour désigner les antipsychotiques, signifie
«qui prend le nerf» et nous rappelle les effets neurologiques et moteurs produits par
l’usage de ces médicaments. Les antipsychotiques sont utilisés pour contrôler les
symptômes de la schizophrénie, bien qu’ils puissent générer des effets neurologiques
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indésirables potentiellement graves. Parmi les effets secondaires usuellement rencontrés,
mentionnons le parkinsonisme (tremblements, rigidité musculaire, posture corporelle en
flexion, démarche à petits-pas, etc.), les dystonies aiguês, ainsi que l’akathisie (sentiment
de gêne musculaire provoquant une agitation, une absence de repos et des passages
incessants entre les positions debout et assise). De plus, avec un traitement à long terme,
certains patients développent une dyskinésie tardive, qui peut être gravement invalidante et
irréversible en raison des mouvements anormaux involontaires de nature choréo
athétosique touchant les muscles des membres et du tronc, ainsi que les muscles de la tête
et du visage (mouvements de rotation et de protrusion de la langue, mâchonnements et
translation latéro-latérale de la mâchoire, plissement des lèvres et grimaces). L’effet
thérapeutique des antipsychotiques semble découler de leur action sur la voie
dopaminergique mésocorticolimbique et notamment du blocage des récepteurs
dopaminergiques (de type D2 principalement) au niveau du NAcc et du cortex préfrontal
(mécanisme d’action décrit il y a plus de trois décennies déjà; Matthysse, 1973; Snyder et
al., 1974a; $eeman et al., 1976). En revanche, les effets secondaires extrapyramidaux
résulteraient plutôt du blocage des récepteurs dopaminergiques (de type D2) de la voie
nigrostriée (Snyder et al., 1974a,b). En fait, une action bien connue des neurones
dopaminergiques du striatum est l’inhibition de l’activité cholinergique dans cette région.
L’usage chronique d’antagonistes des récepteurs dopaminergiques engendre donc une
diminution de l’activité DAergique dans cette région et provoque une hyperactivité
cholinergique qui semble responsable, au moins en partie, de l’apparition des effets
secondaires reliés aux antipsychotiques (Marsden et al., 1975). D’ailleurs, la médication
anticholinergique (trihexyphénidyl, benztropine, bipéridène, procyclidine) représente un
traitement couramment utilisé pour atténuer les symptômes extrapyramidaux induits par les
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antipsychotiques (surtout les antipsychotiques typiques étant donné qu’ils agissent sur la
voie nigrostriée principalement reliée à l’apparition des effets secondaires).
Les antipsychotiques atypiques ont été largement utilisés dans les dernières années,
étant donné leur tendance à générer moins d’effets secondaires que les antipsychotiques
typiques. Toutefois, les antipsychotiques typiques, bien que prescrits moins fréquemment
depuis l’arrivée des antipsychotiques atypiques, demeurent le traitement de choix dans
certaines situations cliniques telles que les agitations sévères, l’hostilité, l’irritabilité
extrême et l’absence de contrôle des impulsions. Ces antipsychotiques typiques sont
préférés dans ces situations pour deux raisons : 1) ils possèdent en général des propriétés
sédatives plus puissantes que les antipsychotiques atypiques, ce qui représente l’effet
escompté dans ces situations particulières; et 2) si les patients refusent le traitement per os9,
les antipsychotiques typiques peuvent être administrés par voie parentérale (ex: halopéridol
intra-musculaire), ce qui n’est pas le cas des antipsychotiques atypiques, à l’exception du
Zyprexa Zydis©, qui contient de l’olanzapine sous forme de «dissolution rapide» dans la
bouche et qui peut représenter une alternative chez les patients refusant d’avaler les
comprimés d’antipsychotiques. Toutefois, le Zyprexa Zydis© n’est disponible aux États-
Unis que depuis quelques années, et est non encore utilisé dans les centres psychiatriques
du Québec.
Durant mes deux années d’externat en médecine, j’ai suivi deux stages de psychiatrie à l’Unité de Soins
Intensifs Psychafriques (USIP) du pavillon Albert-Prévost (Hôpital Sacré-Coeur) ainsi qu’à l’hôpital Louis-H.
Lafontaine. J’ai pu aussi constater que les patients en agitation sévère/psychose aigu refusent presque tous la
médication per os... autant ceux du Nord que du Sud de la ville! L’administration parentérale
d’antipsychotiques devient donc inévitable.
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3.2.2 NT et antipsychotiques
Dans le SNC, les effets pharmacologiques de la NT ressemblent à ceux des
antipsychotiques (ou neuroleptiques), ce qui a amené certains auteurs à considérer la NT
comme un neuroleptique endogène (Nemeroif, 1980, 1986; Ervin and Nemerofl 1988;
Kitabgi, 1989). De plus, tout comme ils agissent sur le système dopaminergique, les
antipsychotiques exercent également un effet sur le système neurotensinergique: les
antipsychotiques typiques semblent agir sur les systèmes neurotensinergiques
mésolimbique et nigrostrié, alors que les antipsychotiques atypiques agissent plutôt sur le
système neurotensinergique mésolimbique seulement (Kilts et al., 1982; Merchant et al.,
1992a,b et 1994a,b; Merchant and Miller, 1994). Ainsi, l’administration d’antipsychotiques
typiques et atypiques engendre une augmentation des concentrations de NT et de
l’expression d’ARNm encodant la NT dans le NAcc, alors que seuls les antipsychotiques
typiques génèrent une augmentation des concentrations tissulaires de NT et de l’expression
d’ARNm encodant ce peptide dans le noyau caudé et le putamen (Levant et al., 199 la,b et
1992; Zahm et al., 1996, 1998; Kinkead et al., 1997, 2000a,b). Du fait que les
antipsychotiques typiques causent le plus d’effets secondaires, ces observations ont conduit
à l’hypothèse selon laquelle, à l’instar du système dopaminergique, le système
neurotensinergique mésolimbique serait relié à l’effet thérapeutique des antipsychotiques
alors que le système neurotensinergique nigrostrié serait plutôt relié aux effets secondaires
de ces médicaments.
Puisque la NT semble agir comme un antipsychotique endogène, plusieurs questions
fondamentales concernant ce peptide ont été soulevées: est-ce que la NT peut servir
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d’antipsychotique «exogène », et est donc d’utilité clinique dans le traitement des troubles
psychotiques? Si oui, quelle serait l’efficacité de ce peptide par rapport aux
antipsychotiques typiques et atypiques dans le contrôle des symptômes positifs et négatifs
de la schizophrénie? Causerait-il plus ou moins d’effets secondaires que les
antipsychotiques existants? Pour répondre à ces questions, plusieurs études
comportementales visant à comparer la NT aux antipsychotiques ont été effectuées, sur des
modèles animaux qui permettent d’évaluer deux paramètres: 1) l’efficacité du traitement
antipsychotique à contrôler certains comportements qui s’apparentent aux symptômes
observés chez les patients schizophrènes, tels l’hyperactivité locomotrice, les stéréotypies
(léchages, reniflements, bâillements mordillements), ainsi que les troubles de la pensée et la
fragmentation cognitive (engendrés par une altération de la capacité de triage interne des
stimuli neurosensoriels et une difficulté à maintenir une attention sélective tels que nous le
détaillerons ci-bas); et 2) l’induction par le traitement antipsychotique de comportements
s’apparentant aux effets secondaires moteurs observés chez l’humain après un traitement
antipsychotique, tels la catalepsie et les mouvements de mâchonnement involontaires.
Ces études laissent supposer que le système neurotensinergique soit impliqué dans le
contrôle de certains comportements animaux qui s’apparentent aux symptômes de la
schizophrénie observés chez l’humain. Nous mentionnerons trois de ces comportements
principaux : 1) l’hyperactivité locomotrice; 2) les stéréotypies; et 3) l’altération de la
capacité de triage des stimuli neurosensoriels, ainsi que de la capacité de maintenir une
attention sélective.
45
Premièrement, la NT mime l’effet antidopaminergique (via les récepteurs D2) des
antipsychotiques et inhibe l’hyperactivité locomotrice engendrée par une stimulation du
système dopaminergique. Ainsi, tout comme l’administration périphérique
d’antipsychotiques, l’administration de NT dans le LCR bloque l’hyperactivité locomotrice
induite par l’administration d’apomorphine, d’amphétamine, de cocaïne et de
méthylphénidate (Kalivas et al., 1986; Sarhan et al., 1997). Cet effet de la NT semble être
médié par le système neurotensinergique mésolimbique, puisque des injections de NT dans
le NAcc inhibent l’hyperactivité locomotrice induite par ces stimulants (Kalivas et al.,
1981, 1982, 1983; Nemeroif et al., 19$3a,b). De plus, la NT possède également la capacité
de diminuer l’activité locomotrice spontanée (sans l’administration de psychostimulants)
(Nemeroif et al., 1977; Jolicoeur et al., 1983).
Deuxièmement, il est connu que les stéréotypies induites par les agonistes
dopaminergiques, telles que les bâillements, les léchages, les reniflements ou les
mordillements, sont bloquées par les antipsychotiques typiques et ne le sont pas par les
antipsychotiques atypiques (Costall and Naylor, 1976; Ljungberg et Ungerstedt, 197$).
Contrairement aux antipsychotiques typiques, la NT n’inhibe pas les stéréotypies induites
par l’apomorphine ou l’amphétamine (Ervin et al., 1981; Cusack et al., 2000). Ainsi, l’effet
pharmacologique de la NT au niveau comportemental semble ressembler à celui des
antipsychotiques atypiques plutôt que typiques.
Troisièmement, ce sont les effets de la NT sur la perturbation du triage des afférences
neurosensorielles observée dans la schizophrénie qui ont été étudiés. En fait, un déficit de
triage et de classement des stimuli neurosensoriels, ainsi qu’une altération de la capacité de
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maintenir une attention soutenue, semblent être responsables des troubles de la pensée et de
la fragmentation cognitive observés chez les patients schizophrènes (McGhie and
Chapman, 1961; freedman et al., 1991). Afm d’évaluer cette habileté à trier l’information
neurosensorielle, plusieurs modèles expérimentaux ont été développés, dont le principal
représentant est l’inhibition du réflexe de sursaut induit par un signal sonore par suite d’un
pré-conditionnement avec un signal sonore’0. Ainsi, chez les sujets normaux, ce réflexe de
sursaut induit par un signal sonore élevé est significativement inhibé lorsque ce signal est
immédiatement précédé d’un autre signal sonore plus faible. En contraste, l’inhibition de ce
réflexe de sursaut après un conditionnement est altérée chez les patients schizophrènes étant
donné leurs difficultés à trier l’information neurosensorielle et à maintenir une attention
sélective et soutenue (Swerdlow and Geyer, 1998). Le traitement antipsychotique semble
normaliser l’inhibition du réflexe de sursaut après un conditionnement chez les patients
schizophrènes (Braff et al., 1999; Kumari et al., 1999, 2000). Chez l’animal, ce modèle a
également été testé et s’ est avéré valide et extrêmement utile pour évaluer l’effet des
traitements pharmacologiques (ex: antipsychotiques, NT) sur l’habileté à trier les
afférences neurosensorielles (Swerdlow et al., 1999). Ainsi, l’administration
d’amphétamine altère la performance des animaux dans ce modèle alors que les
antipsychotiques typiques et atypiques améliorent cette performance (Swerdlow and Geyer,
199$). De plus, l’altération de la performance des animaux induite par l’amphétamine est
bloquée par l’administration d’antipsychotiques (Feifel et al., 1997). Cet effet est également
observé par suite de l’administration de faibles doses de NT (Feifel et al., 1997).
10 Dans la littérature scientifique anglophone, ce réflexe est appelé le « prepulse inhibition (PPI) ofthe
acoustic startie reflex ».
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L’implication du système neurotensinergique dans l’induction de comportements
animaux s’apparentant aux effets secondaires des antipsychotiques chez l’humain a
également été examinée, qu’il s’agisse de la catalepsie ou des mouvements de
mâchonnement involontaires.
La catalepsie est caractérisée par de la rigidité musculaire, une immobilité motrice,
ainsi qu’une posture anormale; elle est considérée comme le modèle animal des effets
secondaires «aigus» observés après un traitement antipsychotique. Contrairement aux
antipsychotiques atypiques, les antipsychotiques typiques induisent les symptômes de
catalepsie (Worms et al., 1983; Shibata et al., 1987). Les antipsychotiques atypiques
semblent même posséder un effet protecteur contre la catalepsie causée par les
antipsychotiques typiques, puisque l’administration de clozapine bloque l’effet
cataleptogène induit par l’halopéridol chez le rat (Ward and Dorsa, 1999). Ici encore, la NT
s’apparente aux antipsychotiques atypiques plutôt que typiques. L’administration
périphérique d’agonistes des récepteurs neurotensinergiques (des fragments peptidiques
modifiés pouvant traverser la barrière hémato-encéphalique) n’induit pas de catalepsie
(Sarhan et al., 1997). De plus, ces agonistes neurotensinergiques miment l’effet de la
clozapine en bloquant la catalepsie induite par l’halopéridol (Cusack et al., 2000).
Les mouvements de mâchonnement involontaires apparaissent après une
administration « chronique» d’antipsychotiques et représentent le modèle animal de la
dyskinésie tardive. Les mouvements de mâchonnement involontaires sont principalement
observés avec l’administration d’antipsychotiques typiques et à un plus faible degré après
l’administration de clozapine. La NT semble potentialiser l’induction par les
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antipsychotiques de ces mouvements de mâchonnement involontaires. Ainsi, l’injection
dans le LCR de NT induit ces mouvements après l’administration chronique d’une faible
dose de fluphénazine chez le rat, bien que cette même dose de fluphénazine ne génère
aucun effet en absence de NT (Stoessi and Szczutkowski, 1991; Stoessl, 1995). À l’inverse,
l’administration de l’antagoniste des récepteurs neurotensinergiques $R4$692 inhibe
l’apparition de ces mouvements de mâchonnement involontaires induits par les
antipsychotiques (Stoessi, 1995).
3.3 Système NTergique et autorécepteur DAergique D2
L’autorécepteur D2 est exprimé par les neurones des voies dopaminergiques
mésocorticolimbique et nigrostriée. Le dérèglement de la transmission dopaminergique au
sein de ces faisceaux est associé à l’apparition de maladies importantes telles que la
schizophrénie et la maladie de Parkinson. L’autorécepteur D2 est localisé sur les neurones
dopaminergiques de ces voies au niveau somatodendritique et axo-terminal. Ce récepteur
joue un rôle majeur dans la régulation de la libération de DA et son activation par des
agonistes tels que la dopamine, le quinpirole ou l’apomorphine inhibe la relâche
dopaminergique. Par ailleurs, la régulation de la libération de DA par l’autorécepteur D2 est
perturbée par l’usage d’antipsychotiques, ces médicaments étant des antagonistes du
récepteur D2. Ces observations sont autant de raisons de s’intéresser à l’autorécepteur D2 et
son interaction avec d’autres systèmes de neurotransmetteurs, tel le système
neurotensinergique.
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Bien que l’inhibition de la libération de DA par l’autorécepteur D2 constitue un
mécanisme de régulation majeur de la relâche dopaminergique, il existe plusieurs autres
modulateurs de la libération de dopamine. Un de ces principaux modulateurs est la
neurotensine. Premièrement, tel que nous l’avons détaillé dans les sections précédentes, la
NT et les récepteurs neurotensinergiques sont principalement localisés dans les régions
recevant une forte innervation dopaminergique. Deuxièmement, la NT semble être
impliquée dans certaines pathologies intimement associées à une dysfonction du système
dopaminergique, telles que la schizophrénie et la maladie de Parldnson. Troisièmement,
plusieurs études comportementales et physiologiques ont démontré des similitudes
importantes entre l’effet pharmacologique de la NT et celui des antipsychotiques, qui
agissent principalement comme antagonistes dopaminergiques. Ainsi, il existe de
nombreuses données suggérant une interaction entre la NT et le système dopaminergique.
Malgré ces données, le mécanisme moléculaire impliqué dans la modulation de la libération
de DA par la NT demeure obscur.
La NT exerce son effet de modulateur de la transmission dopaminergique en facilitant
la libération de DA. Ainsi, l’application de NT dans l’ATV (au niveau somatodendritique)
augmente la décharge des neurones dopaminergiques et facilite la libération de DA dans le
NAcc (au niveau terminal) (Shi and Bunney, 1991; Sotty et al., 2000). Cette facilitation de
la libération de DA par la NT pourrait être due à une excitation directe des neurones
dopaminergiques par la NT. Ceci est d’autant plus plausible que la NT est reconnue comme
étant capable d’induire l’ouverture de canaux cationiques sur la membrane plasmique des
neurones dopaminergiques (farkas et al., 1996, 1997). Cette excitation des neurones
dopaminergiques par la NT pourrait aussi être expliquée par une interaction NT-
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autorécepteur D2. En effet, une diminution de l’efficacité du récepteur 1)2 par la NT pourrait
atténuer l’inhibition de la libération de DA par ce dernier et augmenter ainsi l’excitabilité
des neurones dopaminergiques. À cet égard, utilisant des tranches de cerveau de rat
comprenant l’ATV et la SNc, Werkman et al. (2000) ont noté que l’application de NT (8-
13) dans ces régions dopaminergiques somatodendritiques augmente la décharge des
neurones dopaminergiques autant dans I’ATV que dans la SNc. De plus, dans cette étude,
l’application de quinpirole seul (un agoniste sélectif du récepteur D2) a significativement
inhibé la décharge des neurones dopaminergiques. En présence de NT (8-13), cette
inhibition par le quinpirole de la décharge des neurones dopaminergiques a toutefois été
réduite d’environ 60% (Werkman et al., 2000). De plus, cette diminution par la NT (8-13)
de l’efficacité du quinpfrole à inhiber la décharge neuronale a été complètement bloquée
par l’antagoniste des récepteurs neurotensinergiques SR142948A. Ces observations
indiquent qu’au niveau somatodendritique, la NT agit sur les récepteurs
neurotensinergiques pour induire, par un mécanisme pour l’instant inconnu, une diminution
de l’efficacité des autorécepteurs D2 à inhiber la libération de dopamine.
Sachant que la NT facilite la décharge des neurones dopaminergiques en inhibant
l’activité des autorécepteurs D2 au niveau somatodendritique, une question importante se
pose à savoir si la NT agit par un mécanisme similaire dans les régions terminales. À cet
effet, utilisant des cultures de neurones dopaminergiques de l’ATV (co-libérant la DA et le
glutamate), Legault et al. (2002) ont démontré que l’application de NT seule n’augmente
pas la libération du co-transmetteur glutamate par les terminaisons synaptiques de ces
neurones. Ces auteurs ont cependant remarqué que la NT diminue la capacité d’un agoniste
de l’autorécepteur D2, le quinpirole, à inhiber la libération de glutamate par ces neurones.
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Bien que n’examinant pas directement la libération de dopamine, ces résultats favorisent
l’hypothèse voulant que l’activation du récepteur NTR1 sur les terminaisons des neurones
dopaminergiques dans le striatum puisse diminuer l’efficacité des autorécepteurs D2,
désinhibant ainsi la libération de DA.
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4. OBJEcTIFs DE L’ÉTUDE
Nous avons étudié les effets de la NT sur la libération de DA et sur l’efficacité de
l’autorécepteur D2 à inhiber la relâche dopaminergique dans des tranches du NAcc de rat. À
cette fin, nous avons utilisé la technique de voltamétrie cyclique pour mesurer la libération
de DA induite par une salve de stimulations (10Hz, 30 stimulations) ainsi que par des
stimulations uniques. À la différence d’un stimulus unique, nous avons constaté que la
salve de stimuli génère une libération importante de DA et mène à une activation
significative des autorécepteurs D2. Ainsi, nous avons pu comparer les effets de
l’application de NT dans une condition où l’autorécepteur D2 est peu actif (stimulation
unique) et dans une condition où il est fortement activé (salve de stimulations).
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ABSTRACT
Neurotensin (NT) is known to act on dopaminergic neurons at the somatodendritic
level to regulate ce!! firing and enhance dopamine (DA) release. In addition, anatomical
and indirect physiological data suggest the presence of NT receptors at the terminal level.
However, a clear demonstration of the mechanism of action of NT on dopaminergic axon
terminals is stili lacking. To address tins issue, we used fast-cyclic voltammetry (fCV) to
monitor in real time the synaptic release of DA in the nucleus accumbens (NAcc). DA
release was evoked by single electrical pulses and pulse trains (10 Hz, 30 pulses). Under
these two stimulation conditions, we evaluated the characteristics of DA D2 autoreceptors
and the presynaptic action of NT in the NAcc. The selective agonist of D2 autoreceptors,
quinpirole (0.5-1 tM), inhibited DA overflow evoked by both single and train pulses in a
concentration-dependent manner. In sharp contrast, the selective D2 receptor antagonist,
sulpiride (5 iM), strongly enhanced DA release triggered by pulse trains, without any
effect on DA release elicited by single pulses. We then determined the effect of NT (8-13)
(100 nM) and found that akhough NT fails to increase DA release evoked by single pulses,
it strongly enhances DA release evoked by pulse trains that lead to more substantial DA
release and engage D2 autoreceptors. In addition, blockade of D2 autoreceptors by sulpiride
considerably inhibited the facilitation of DA release generated by NT (8-13). Taken
together, these data suggest that NT enhances DA release principally by inhibiting the
function of terminal D2 autoreceptors.
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INTRODUCTION
Neurotensin (NT) is a 13 amino acid peptide originally isolated from bovine
hypothalamus (Carraway and Leeman, 1973). It is found in the central nervous system
(CNS) and gastrointestinal tract. In the CNS, NT acts as a neurotransmitter or
neuromodulator (McCarthy et al., 1979; Stowe and Nemeroff 1991; Beauregard et al.,
1992) and one of its better known actions is to modulate dopaminergic transmission within
the mesolimbic and nigrostriatal pathways (Rostène et al., 1992). In addition, a number of
studies suggest that NT may be implicated in the pathophysiology of CNS disorders
including schizophrenia, Parkinson’s disease and drug abuse (Garver et al., 1991; Rostène
et al., 1992; Lambert et al., 1995; Rompré and Perron, 2000).
Considerable efforts have been made to characterize how NT acts at the
somatodendritic level to enhance dopamine (DA) release. When applied to the ventral
tegmental area (VTA), NT increases the firing rate of DA neurons and DA release in
terminal fields of the nucleus accumbens (NAcc) and the prefrontal cortex (Kalivas and
Duffy, 1990; Shi and Bunney, 1991; Sotty et al., 199$, 2000). Moreover, acute
microinjection of NT into the VTA enhances motor activity and facilitates dopamine
dependent behaviors (Elliott and Nemeroff, 1986; Kalivas and Duffy, 1990; Sotty et al.,
199$; Rompré and Perron, 2000). At a mechanistic level, recent work has established that
somatodendritic NT receptors enhance the firing rate of DA neurons through a Ca2-
dependent mechanism (St-Gelais et al., 2004).
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At the terminal level, NT also acts to enhance DA release. ffrst, anatomical
evidence for a presynaptic localization of NT receptors has been provided (Quirion et al.,
1985; Diits and Kalivas, 1989; Schotte and Leysen, 1989). Second, NT facilitates K
evoked and electricaÏly-evoked DA release in a Ca2tdependent but TTX-independent
mai-mer in striatal suce preparations (Hetier et al., 198$; faggin and Cubeddu, 1990;
Heaulme et al., 1997) as well as in vivo (ferraro et al. 1995, 1997). These resuits support a
presynaptic effect of NT on DA neuron axon terminais, but previous studies have flot
excluded an indirect mechanism of action. Recent work performed on cultured DA neurons
releasing glutamate as a cotransmitter failed to provide support for a direct excitatory effect
of NT on dopaminergic axon terminais (Legauit et al., 2002). Rather, these authors found
that NT enhances glutamate release from DA neurons by inhibiting the ffinction of
presynaptic D2 autoreceptors. Whether tins also occurs in vivo for DA release is currently
undetermined, but a previous preliminary report failed to detect an enhancement of DA
release evoked by single electrical pulses in striatal slices (Buli and Sheehan, 1991). Thus,
the mechanism of action ofNT on dopaminergic axon terminals remains unclear.
In the present study, we used fast-cyclic voltammetry (FCV) to better characterize the
presynaptic action of NT in the NAcc. We fmd that although NT fails to increase DA
release evoked by single pulses, it strongly enhances DA release evoked by pulse trains that
lead to more substantial DA release and engage D2 autoreceptors. Our resuits suggest that
NT acts to enhance DA release by inhibiting the function of terminai D2 autoreceptors.
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MATERIÂLS AND METHODS
Animais and suce preparation
Experiments were performed in accordance with the Université de Montréal animal
ethics committee guidelines. Ail efforts were made to minimize the number of animais
sacrificed and their suffering. Sprague Dawley rats aged 4 to 6 weeks were used. They were
housed under controlied temperature, lighting and humidity.
Rats were lightly anesthetized with halothane (Halothane B.P., MTC
Pharmaceuticals, Cambridge, ON) and decapitated. Their brains were rapidly removed and
transferred into ice-cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing: 125.2 mM NaC1,
2.5 mM KC1, 26 mlvi NaHCO3, 0.3 mlvi anhydrous KH2PO4, 2.4 mlvi anhydrous CaCi2, 1.3
mM anhydrous MgSO4 and 10 mM D-glucose. Aflerwards, NAcc brain suces were cut on a
VT l000s vibratome (Leica Microsystems, Nussloch, Germany) at 400 jiM thickness. The
brain suce was separated into right and lefi sections at the mid-saggital me after transfer to
a holding chamber. Suces were allowed to recover for 1 hour at room temperature in the
holding chamber in oxygenated (95% 02, 5% C02) aCSF. Suces were then transferred to a
custom-built recording chamber and perfiised (lmL/min) with aCSf at 35°C.
Eiectrode fabrication and calibration
Carbon fibre electrodes of 5 tM diameter were fabricated according to procedures
described by Kawagoe et ai. (1991, 1992, 1993) and by Kuhr and Wightman (1986). The
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fabrication procedure was adapted to optimize DA detection with our experimental setup.
Eleven to 12 cm long carbon fibres (Cytec’s Thomel, Greenville, SC) were inserted into
borosilicate glass capillaries (1.2 mm extemal diameter x 0.6$ mm internai diameter x 10
cm, A-M Systems, Carlsborg, WA) using an aspiration device. The borosilicate capillaries
were then pulled using a P-2000 model micropipette puller (Sutter instruments, Novato,
CA) thus making 2 carbon fibre electrodes with each borosilicate capillary. The carbon
fibre was cemented in place by using a 2 component epoxy system (Epoxy technology,
Billerica, MA). Afterwards, electrodes were placed into an oven and heated to 95°C for at
least 24 to 48 hours. Afier curing, the carbon fibre tip was cut allowing approximately 100
to 200 m of the carbon fibre to extend beyond the borosiicate/epoxy junction. Electrodes
were backfilled with a 4.0 M potassium acetate solution.
Carbon fibre electrodes were calibrated in an aCSF solution. The electrode was first
conditioned for at least 30 minutes to permit stabilization of the recorded current. The
background current ranged from 50 to 180 nA while the peak ofthe background-subtracted
current obtained in the presence of 1 1iM DA (Fig. 1) varied between 3 and $ nA.
Electrodes failing to correspond to these characteristics were re-cut and retested or simply
rejected. Calibration of the electrode was performed both before and afler brain suce
recordings for conversion ofthe current recorded into DA concentrations.
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Electrochemical recordings
Fast-scan cyclic voltammetry was used to monitor DA release (Armstrong, James
and Millar, 1979; Garris and Wightman, 1995). A triangulas voltage waveform (-400 to
+1000 mV at a rate of 300 V/sec) was applied to the electrode every 100 msec and was
computer-controlled using Clampex 9 software and a Digidata 1200 analog to digital
converter (Axon Instruments, Union City, CA). This voltage ramp was app!ied to the
electrode via an Axopatch 200B amplifier (Axon Instruments, Union City, CA) in voltage
clamp mode. The lowpass Bessel! filter was set at 2 kHz. The background-subtracted
voltammograms were used for calibration and to identify the released substance.
Calibration was performed for each working electrode before and afier the experiment in a
1 1iM DA solution. This allowed conversion of the recorded currents into DA
concentrations. The released substance was clearly identified as DA since the oxidation
currents recorded were obtained at the peak oxidation potential for DA (‘—+600 mV).
Electrical stimulation
Single pulse or train pulse electrical stimulations were computer-trggered and were
generated by an S-900 stimulator (Dagan, Minneapolis, MN). Stimulations were applied to
the NAcc brain suce tbrough a twisted bipo las tungsten stimulation electrode (Plastics One,
Roanoke, VA). The Teflon-coat at the tip of the stimulating electrode was carefiilly
uncovered. The 2 stimulating electrode tips were separated by 100 to 150 jim and were
gently placed on the surface of the NAcc brain suce using a micromanipulator (Newport,
Fountain Valley, CA). Single-pulse and train-pulse stimuli (10 Hz, 30 pulses) were then
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generated to evoke DA release. Pulse duration was 1000 tsec for single pulses and 100
iisec for train pulses. Pulse amplitude was 400 iA for both single and train pulses.
Experimentat design
The recording chamber was placed under a Faraday cage mounted on an anti-
vibration pneumatic table. The chamber was installed under an MZ75 mode! stereo
microscope (Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzer!and) and connected to a temperature
controlled perfusion and aspiration system. All perfusions were applied with a flow rate of
1 mL/min. S lices were stabilized in the recording chamber using a home-made net
fabricated using platinum wfre (World Precision Instruments, Sarasota, FL) as a frame. The
carbon fibre electrode was then inserted 75 jim into the suce by a piezoelectric
micromanipulator (Burleigh Instruments, Victor. NY) and placed at approximately 100 im
in front ofthe central position ofthe stimulating electrode tips. Aller insertion ofthe carbon
fibre electrode, the s!ice was al!owed to recuperate for several minutes before starting
recordings. Electrical stimulations were applied at intervals of 2 minutes throughout the
experiment. The first 10 minutes (6 stimulations) served as a control period. Drugs were
administered immediately aller stimulation number 6 and their effects monitored for a
period ofup to 26 minutes depending on their duration of action.
Drugs and chemicals
Chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO) except for tetrodotoxin
(TIX) (Alomone laboratories, Jerusalem, Israel). The 8-13 fragment of NT was used as a
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NT receptor agonist in the present experiments. Most drugs were stored in aliquots at —
20°C as stock solutions. For fmal solutions, drugs were dissolved into aCSF immediately
before use. Calcium, magnesium and glucose were fresffly added to the aCSF, winch was
pre-oxygenated before use.
Statistical analysis
Data are aiways provided as mean ± SEM, with n representing the number of suces.
$tatistical analysis was performed by SigmaStat 2.0 software (SPS$ Science, Chicago, IL).
Simple two group comparisons were assessed using Student’s paired t-test. Otherwise,
multiple group means were compared by analyses of variance (ANOVA), followed by a
Tukeypost hoc test. The minimal significance level for tests was set at p<O.O5.
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RESULTS
Time course ofevoked DA overflow in the nucleus accumbens
fast-cyclic voltammetry was used to monitor DA release at high time resolution in
NAcc suces. We recorded DA overflow that followed single-pulse and train-pulse
stimulations. In the NAcc, DA overflow was evoked by single pulses (400 jiA, 1 msec) and
by trains of 30 pulses delivered at 10 Hz (fig. 1). First, with train stimulation, DA
concentrations peaked at 1.13 ± 0.1$ jiM (n5). DA concentrations rose to a maximum
within 405 ± 67 msec (n=5) (time from stimulus onset to signal peak). The retum to
baseline was reached afler approximately 6 seconds and the signal width at half-height was
2.21 ± 0.30 sec (n5). In general, signal kinetics were stable during the first 36 minutes
with stimulations delivered at two minutes intervals. Recording for more than 36 minutes
showed a slow but graduai fali in the maximum DA concentrations recorded and a rise in
the signal width at half-height, probably due to tissue damage caused by repeated
stimulations. In addition, the peak DA levels recorded differed greatly between aCSf
perfusion and the drug treatments (NT, sulpfride, TTX, etc.), whereas the rise time of the
signal and the signal width at half-height were similar between these conditions. Second,
with single-pulse parameters, DA levels reached a peak at 0.4$ ± 0.09 jiM (n=5). DA
concentrations rose to their maximum within 226 ± 1$ msec (n=5). The retum to baseline
was observed afier approximately one second and the signal width at half-height was 363 ±
42 msec (n=5). Student’s paired t-test performed on individual means showed a significant
difference between time courses of DA overflow evoked by single and train pulses at three
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levels: the peak DA levels reached (t = 5.54, p<O.001), the rise time to maximum levels (t =
2.09, p<O.02) and the signal width at half-height (t = 4.88, p<O.00l).
As expected, the release of DA evoked by electrical stimulation of the NAcc was
both dependent on the generation of action potentials and calcium-dependent. In the
presence of the sodium channel blocker TTX (1 jiM), the peak DA concentrations evoked
by pulse train stimulation feu to 15.3 ± 8.2 % (n=3) of basal values (fig. 2), a value winch
essentially represented baseline noise (paired t-test; t = 2.74, p<O.O2). Evoked release was
also calcium-dependent since decreasing calcium to 0.5 mM and O mM reduced peak
responses to 17.2 ± 11.0% (n=6; pafred t-test; t = 4.63, p<O.001) and 10.5 ± 6.4% (n=2),
respectively (Fig. 2). Washout of these effects was rapid for low calcium solutions, while
recovery of release after TTX required a more extended period oftime (flot shown).
Facilitation of terminal DA release by NT
We next evaluated the effect of NT on electrically-evoked DA accumulation in the
NAcc. Using single electrical pulses, we found that NT (8-1 3) (100 nM) failed to alter DA
overftow (96.7 ± 8.0 % of control; $tudent’s paired t-test, t = 0.17, p>O.O5, n=5),
suggesting that DA release is flot directly facilitated by NT (fig. 3A). We next switched
back to 3s pulse trains at 10 Hz. Afler a control period of 10 minutes (1=0 to 1=10), NT
was introduced in the bath for a period of $ minutes (T10 to T1$) (Fig. 33). NT
perfusion strongly enhanced train-evoked DA overflow to 143.1 ± 6.8 % of control values
(the peak DA levels recorded in presence of NT were 1.47 ± 0.10 iM) (Student’s paired t-
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test, t = 4.52, p<0.00l compared to the baseline period, n=13). The peak DA concentrations
recorded were obtained 6 minutes afier the beginning of NT perfusion (at T=16) and
represented an enhancement ofDA release of 43.1 ± 6.8 % compared to the control values.
NT application for a further period of time did flot induce an additional increase of DA
levels. On the contrary, DA concentrations recorded 8 minutes after 1T in the bath (T1 8)
showed a significant decrease in DA levels compared to T16 and represented only 120.6 ±
3.4 % of the baseline level (n=13). A two-way ANOVA confirmed significant differences
between DA levels recorded during the control period (DA levels recorded in absence of
NT), and at T=l6 and T=18 (in the presence of NT) (F = 5.49, p<O.00l). Tins observation
of a short-lasting facilitation is compatible with the known ability of NT receptors to
desensitize in response to sustained stimulation (DiPaola and Richelson, 1990; Castel et al.,
1991; Beaudet et al., 1994; faure et al., 1995).
Quantification of DA release modulation by D2 autoreceptors
Previous data have suggested that NT receptor activation may decrease terminal D2
receptor function (Tanganelli et al., 1989; Shi and Bunney, 1991; von Euler et al., 1991;
Legault et al., 2002). One interpretation of the ability of NT to facilitate train-evoked but
flot single pulse-evoked DA overflow is therefore that NT facilitates DA overflow by
inhibiting the function of terminal D2 autoreceptors. Tins would imply that D2
autoreceptors are engaged during train but not single pulse stimulation. To evaluate tins
hypothesis, we next quantified evoked DA overflow using selective agonists and
antagonists of D2 autoreceptors. Activation of D2 receptors by quinpirole (0.5 and 1 j.iM)
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inhibited pulse train-evoked DA overflow in a concentration-dependent manner (f ig. 4A).
Quinpirole 0.5 j.tM lowered DA levels to 47.0 ± 1.7 % of basal values (n=3), while 1 jtM
reduced DA levels to 27.9 ± 2.5 % of baseline (n=3). A one-way ANOVA followed by a
Tukey post-hoc test confirmed a significant difference between each of these three values
(F = 6.28, p<O.001). Using single pulses, DA overflow was reduced to 22.6 ± 1.8 % of
basal values by 0.5 iiM quinpirole (n=6) and to 13.0 ± 3.8 % of basal values by 1 cM
quinpirole (n=5) (Fig. 43).
We next studied the effect of sulpiride (5tM), a D2 receptor antagonist, on evoked
DA overflow. DA overflow in response to single pulses was unchanged afler application of
sulpiride (95.1 ± 1.9 % of basal values, n=4) (Fig. 4B). In contrast, sulpiride strongly
enhanced DA release triggered by pulse trains (176.4 ± 5.3 % of control, n8; $tudent’s
paired t-test, t 4.30, p<O.001) (fig. 4A). These resuits suggest that unlike single pulses,
the more substantial DA overflow evoked by pulse trains engages D2 autoreceptors.
The enhancement of DA release by NT depends on D2 autoreceptors activation
b evaluate whether NT enhances DA overflow by inhibiting D2 autoreceptor
function, we next tested whether NT stiil increases DA overflow following D2 receptor
blockade. We applied sulpiride (5 jiM) alone and found that it increased DA levels to 181.3
± 3.6 % of basal values (n=10). With sulpiride present in the bath, NT (8-13) (100 nM)
produced only a minor additional increase in DA levels (to 194.4 ± 5.5 % ofcontrol, n10),
thus reflecting an almost complete block of the fadiitating effect of NT (Fig. 5A). A one
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way ANOVA reveaÏed a significant difference between these three conditions (control,
sulpiride and sulpiride + NT) (Tukey test; F = 3.58, p<O.O5). A specific comparison ofthe
enhancement of DA overflow by NT in the presence of sulpiride (+ 13.1 ± 9.1 % above
sulpiride alone) or in its absence (+ 43.1 ± 6.8 % above control) shows that the effect of NT
was strongly reduced under autoreceptor blockade (Student’s paired t-test, t = 4.12, p<O.O5)
(Fig. 5B). These resuits suggest that although NT stiil possesses the ability to enhance DA
release even when D2 autoreceptors activity is blocked, the majority of its effect is blocked
under such conditions.
Pulse trains generate considerable DA release in the NAcc brain suce in the
presence of sulpiride (maximal increase of 2.2 jiM in the presence of both sulpiride and
NT). The blockade by sulpiride of the ability of NT to facilitate DA release could thus be
an artefact resulting from a ceiling effect due to depletion ofthe releasable pools ofDA. To
test this possibility, we pre-applied sulpiride (5 jiM) and then introduced a modified aCSf
containing an elevated concentration of calcium (3.4 mM Ca2j (Fig. 6A). Sulpiride first
increased DA overflow to 177.0 ± 7.0 % of basal levels (n=7). Elevation of extracellular
calcium to 3.4 mM in the presence of sulpiride produced an additionaÏ increased to 258.1 ±
15.1 % ofcontrol (n7) (Fig. 6B). A one-way ANOVA followed by a Tukey post-hoc test
confirmed significant differences between the control, sulpiride and 3.4 mM calcium
conditions (F = 5.81, p<O.00I). The maximal DA release detected with sulpiride and Ca2
3.4 mM present in the recording chamber exceeded 3.0 tM. Thus, the blockade by
sulpfride ofthe ability of NT to facilitate DA release is flot likely to simply result from a
depletion ofreleasable DA pools.
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DISCUSSION
Although multiple aspects of the action of NT on DA release at the somatodendritic
level have been investigated (Effiott and Nemerofl, 1986; Seutin et al., 1989; Jiang et al.,
1994; Werkman et aL, 2000), the mechanism of action of NT on DAergic axon terminais is
stiil unclear. The present results provide new insight into the mechanism mediating the
facilitation of DA release by NT at the level of axon terminais. We show that tins
mechanism consists in a decrease by NT of the effectiveness of terminai D2 autoreceptors
that normally inhibit DA release from dopaminergic neurons. We also demonstrate that the
effects of NT on DA release differ greatly depending on the electrical stimulation
parameters used to elicit tins release. On the one hand, NT fails to alter DA overflow
triggered by single pulses in the NAcc. Tins observation is consistent with a previous
preliminary report showing that NT failed to induce an enhancement of DA release evoked
by single electricai pulses in striatal suces (Buli and Sheehan, 1991), and suggests that DA
release is flot directly facilitated by NT. On the other hand, NT strongly enhances DA
release evoked by pulse trains that generate more substantial DA release and engage D2
autoreceptors.
We show that NT fails to have a direct excitatory effect on dopaminergic axon
terminals, and that it acts to enhance DA release by inhibiting the function of terminal D2
autoreceptors. Our results support a recent report proposing an indirect mechanism of
action of NT on dopaminergic axon terminals (Legault et al., 2002). These authors
monitored glutamate co-release in cuhured DA neurons and found that NT does not directly
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increase glutamate release, but rather attenuates the function of presynaptic D2
autoreceptors.
NT is known to facilitate K and electrically-evoked DA release in a Ca2-
dependent and TTX-independent manner in striatal suce preparations (Hetier et al., 1982;
faggin and Cubeddu, 1990; Heaulme et al., 1997) as well as in vivo (ferraro et al., 1995,
1997). Although these observations imply a presynaptic effect of NT on DAergic neurons,
previous results have flot excluded an indirect mechanism of action. In fact, two indirect
mechanisms of action of NT can be proposed to explain these data. First, one hypothesis is
that NT receptors are located in the striatum on other elements (other neurons or astrocytes)
than DAergic axon terminais. for exampie, these receptors couid be located on
corticostriatal glutamatergic axon terminais. If this was the case, NT receptor activation
could facilitate the spontaneous release of glutamate (Kalivs and Duffy, 1997), which
would then enhance DA release by depolarizing DAergic axon terminais. Second, another
possibiiity is that NT acts on NT receptors present on DAergic terminais and enhances DA
release by inhibiting the fiinction of terminal dopaminergic D2 autoreceptors. This
possibility has been proposed previously in preliminary reports (Tanganelli et al., 1989;
von Euler et al., 1991) and was recently more directly studied using cultures of isoiated
dopaminergic neurons (Legault et al., 2002). Our flndings provide evidence supporting this
later hypothesis. First, we show that electrically-evoked DA overflow is much higher afier
pulse trains than afler single pulse stimulations. Second, we demonstrate that sulpiride
considerably enhances DA release in pulse train mode, but flot in single pulse mode. Two
of our experiments also exclude a significant contribution of NT-mediated activation of
corticostriatai terminais. first, if NT-evoked glutamate release from corticostriatal
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terminais played a significant role, one would predict that DA release evoked by single
pulses would be facilitated by NT. This was flot the case. A second prediction is that NT
induced enhancement of DA release evoked by pulse trains would still occur in the
presence of a D2 antagonist. On the contraly, we found that the ability of NT to enhance
train pluse-evoked DA release was mostly blocked in the presence of sulpiride, a D2
receptor antagonist.
Taken together, these data suggest that unlike single pulses, pulse trains generate a
more substantial DA release and engage D2 autoreceptors. In consequence, pulse trains
provide favourable conditions to test the ability of NT to enhance DA release by an
inhibition of the ffinction of D2 receptors. In fact, our experiments with NT show that it
strongly facilitates DA release evoked by pulse trains, but fails to increase DA release
evoked by single pulses. This observation is in accordance with an NT-D2 autoreceptor
interaction at the tenninal level.
In the present study, we have flot determined which of the NT receptors is
implicated in the effect ofNT at the terminal level. Nevertheless, previous data suggest that
the type 1 NT receptor (NTR1) is likely responsible for most of this effect. First, DA
neurons ofthe ventral tegmental area and substantia nigra express abundant levels ofNTR1
(Szigethy and Beaudet, 1989; Sato et al., 1992), but only modest amounts ofNTR2 (Sarret
et al, 2003). Second, the excitatory effects of NT on DA neurons are maintained in NTR2
knockout mice but strongly reduced in NTR1 knockout mice (Leonetti et al., 2004).
Compatible with tins, SR4$692. an antagonist of the NTR1, blocks the ability of NT to
increases the firing rate of DA neurons in culture (St-Gelais et al., 2004). Whether tins
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NTR1 antagonist also blocks the effects of NT at the terminal level remains to be
determined.
In summary, our results provide a better understanding of the mechanism of action
of NT on DAergic axon terminais. We suggest that NT enhances DA release mainly by
inhibiting the function of D2-type autoreceptors located on DAergic axon terminais, thus
disinhibiting DA release. Future experiments should be oriented toward identifying the NT
receptor subtype that mediates the observed physiological effect of NT. furthermore, the
signaling pathways implicated in the NT-D2 receptor interaction and the specific
mechanism invoived, such as heterologous desensitization or direct receptor-receptor
interactions will aiso need to be investigated.
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no effect on single pulse-evoked DA release (n5) (A), whereas it strongly enhanced train
evoked DA overflow (n13) (B). Data are expressed as a percentage of the DA leveis
recorded before NT application.
Figure 4: DA release is modulated by agonists and antagonists of D2 receptors. A)
Graph showing the effect of the D2 receptor agonist quinpirole 0.5 (n=3) and 1 p.M (n=3),
and the D2 receptor antagonist suÏpfride 5 tM (n=8) on DA overflow following pulse-train
stimulation. The activation of D2 receptors by quinpfrole inhibits DA release in a
concentration-dependent manner, whereas the blockade of these receptors by sulpiride
considerably enhances DA release triggered by pulse trains. B) Graph comparing the effect
of quinpfrole 0.5 (n6) and 1 jiM (n5), and sulpiride 5 j.iM (n4) application on DA
overflow elicited by single-pulse stimulations. Under these conditions, D2 receptors
activation by quinpirole also inhibits DA release in a concentration-dependent manner.
However, DA overflow in response to single pulses is unchanged in the presence of
sulpiride.
Figure 5: The enhancement of DA release by NT is dependent on D2 receptors. A)
Graph showing the effect of NT (8-13) on DA overflow following D2 receptor blockade by
sulpiride (nl0). first, sulpiride (5 iM) alone was pre-applied. Second, with sulpiride
present in the bath, NT (8-13) (100 nM) was introduced from t 10 min for a total of $
mins. B) Time course of DA levels recorded in the presence of NT (8-13) and sulpiride
alone as well as in the presence of both NT (8-13) + sulpfride. NT (8-13) alone increases
DA concentrations to 43 % above control levels (nl3), while sulpiride alone enhances DA
release by 81 % compared to control values (n= 10). In the presence of sulpfride, NT (8-13)
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FIGURES LEGENDS
Figure 1: Time course of evoked DA overflow in the NAcc in response to single-pulse
and train-pulse stimulations. A) Schematic diagram of a coronal suce of the rat brain at
the level of the NAcc showing the recording area indicated by the black circle. cc, corpus
callosum; CPu. caudate/putamen; aca, anterior commissure. B) Average evoked DA
concentrations following single-pulse (400 jiA, 1000 jis/pulse, n=5) and train-pulse (400
1iA, 100 is/pulse, 30 pulses at 10 Hz, n=5) stimulations. C) Background-subtracted
voltammograms recorded at the time ofthe peak DA overflow following single pulses and
pulse trains compared with a 1 jtM DA calibration voltammogram. Calibration of the
electrode before and aller the recording was performed for conversion of the current
recorded into DA concentrations and to identify the released substance.
Figure 2: Influence of celi firing and extracellular calcium concentrations on DA
overflow following train-pulse stimulation. A) Graph showing the time course of DA
concentrations (in jiM) obtained during the control period (n=5) and in the presence of 1
p.M TTX (n=3), 0.5 mM (n=6) and O mM (n=2) calcium. The control trace was recorded in
2.4 mM calcium concentration. B) Bar graphs comparing the difference in DA levels (in %
of control) between the control period, during the drug application (TTX, 0.5 and O rnI\4
Ca2) and aller the drug withdrawal periods. Drugs were applied for 8 minutes.
Figure 3: Effect of NT on terminal DA release following single-pulse and train-pulse
stimulations. NT (8-13) was applied at t=10 min for a total of $ mins. NT (8-13) exerted
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increases DA levels by an additional 13 % only (n=10). The ability of NT to enhance DA
release is thus almost completely prevented when D2 autoreceptors are blocked.
Figure 6: Releasable pools of DA are not depleted in the presence of sulpiride. A)
Graph showing the effect of an elevation of extracellular calcium concentrations to 3.4 mM
(from t= 10 min for a total of 2 mins) with pre-applied sulpiride (5 1iM) in the bath (n=7).
B) Comparison between the time course of DA levels obtained with sulpiride alone (+77 %
above control, n=7) and sulpfride + 3.4 mM Ca2 (+ 81 % above sulpiride alone, and +15$
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5. LA VOLTAMÉTRIE CYCLIQUE
Plusieurs techniques ont été développées pour mesurer la libération de dopamine. Ces
techniques, pour ne mentionner que quelques unes, comprennent 1’HPLC (high-pressure
liquid chromatography), la mesure de la dopamine tritiée, la mesure de co-libération de
dopamine/glutamate en culture cellulaire, ainsi que l’ampérométrie et la voltamétrie
cyclique. De nos jours, les techniques les plus couramment utilisées sont toutefois les
techniques électrochimiques comprenant 1’HPLC, 1’ ampérométrie et la voltamétrie
cyclique. Ces techniques électrochimiques se basent sur la réaction d’oxydation!réduction
de la substance à l’étude, la dopamine en l’occurrence.
Tout d’abord, l’HPLC consiste à analyser un échantillon en phase liquide par suite du
passage de ses composantes à travers une colonne de filtration et leur mesure dans un
détecteur (typiquement un détecteur ampérométrique). Les composantes de cet échantillon
sont alors comparées à un échantillon témoin d’une composition chimique connue. Cette
technique permet de déterminer avec une précision surprenante l’identité et la quantité de la
substance présente dans l’échantillon analysé. Cependant, la résolution temporelle de cette
méthode est limitée, puisqu’une quantité considérable de liquide doit passer à travers la
colonne de filtration afm de permettre l’identification de la substance étudiée. Ainsi, un
intervalle de plusieurs minutes est typiquement nécessaire à l’acquisition de données
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Figure 3: Principe de la voltamétrie cyclique. A. Rampe de voltage triangulaire appliquée sur la fibre
de carbone; B. Courant en nA généré en solution saline sans DA (courbe noire) et en solution saline en
présence de DA (5 1M dans cet exemple) (courbe rouge); C. Graphique représentant la soustraction de
la réponse obtenue en salin sans DA à partir de la réponse obtenue en salin avec DA.
L’ampérométrie et la voltamétrie cyclique permettent de détecter des substances en
les oxydant via une électrode avec fibre de carbone sur laquelle on applique un voltage
positif. Le matériel oxydé libère alors des électrons qui sont collectés par la fibre de
carbone et qui génèrent un courant à travers cette fibre. La détection de ce courant est la






En ampérométrie, un voltage positif (typiquement +400 mV) est appliqué de façon
continue sur l’électrode avec fibre de carbone. Ce voltage engendre une oxydation de la
substance étudiée générant un courant positif qui peut être mesuré. Ce signal engendré par
l’oxydation de la substance se termine lorsque cette substance s’éloigne par diffusion de
l’électrode avec fibre de carbone et devient donc indétectable par l’électrode.
L’ampérométrie est une approche qui est caractérisée par une grande sensibilité et permet la
détection d’événements unitaires de relâche vésiculaire (de l’ordre du pA). Cependant, cette
technique ne permet pas de différencier les substances oxydées, rendant ainsi
l’interprétation des enregistrements difficile dans les régions où coexistent plusieurs
substances oxydables.
Dans la technique de voltamétrie cyclique, une rampe de voltage triangulaire est
appliquée sur l’électrode avec fibre de carbone durant quelques millisecondes (figure 3A).
Cette rampe peut être répétée plusieurs fois par seconde. Ces rampes de voltage
triangulaires génèrent un courant détectable par la fibre de carbone: la phase montante de
la rampe de voltage génère un courant positif alors que la phase descendante de la rampe de
voltage génère un courant négatif Ce courant est même présent dans une simple solution
saline en absence de substances oxydables dû à la présence dans la solution saline (LCR
artificiel) de plusieurs électrolytes (figure 3B, tracé noir). Le courant généré dans le salin en
absence de substance oxydable, la dopamine en l’occurrence, est appelé le courant de fond
ou le courant de base. En présence de dopamine ou d’autres substances oxydables (par
exemple, la noradrénaline, l’adrénaline ou la sérotonine), un nouveau courant se surajoute
au courant de base à des régions spécifiques de la courbe en fonction du potentiel
d’oxydation spécifique à chaque substance (figure 3B, tracé rouge). Ainsi, on peut
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soustraire le courant obtenu dans la solution saline sans DA du courant obtenu dans la
solution saline avec DA (figure 3C). Le courant soustrait obtenu est divisé en 2 parties: un
courant positif généré par l’oxydation de DA lors de l’application d’un voltage positif et un
courant négatif généré par la réduction de DA lors de l’application d’un voltage négatif. Ce
courant soustrait est proportionnel à la concentration de DA dans la solution saline, ce qui
permet de déterminer la quantité de DA présente. De plus, pour la dopamine, le courant
d’oxydation survient lors de l’application d’un voltage entre 300 et 900mV avec un pic à
approximativement 600mV, alors que le courant de réduction survient à un voltage
d’approximativement —200mV. Ainsi, contrairement à l’ampérométrie, la voltamétrie
cyclique permet de différencier des composés à condition que leurs potentiels d’oxydation
respectifs soient suffisamment différents.
Les différentes techniques de détection de la dopamine possèdent leurs avantages et
inconvénients et sont souvent complémentaires dans la quête d’une meilleure
compréhension du système dopaminergique et de ses interactions avec d’autres systèmes de
circuiterie neuronale. Afm d’étudier la modulation de la libération de DA par le système
neurotensinergique dans des tranches de NAcc, nous avons préféré utiliser la voltamétrie
cyclique puisqu’elle permettait d’identifier de manière fiable la substance libérée (la
dopamine en l’occurrence) tout en offrant une excellente résolution temporelle.
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5.1 Fabrication des électrodes de fibre de carbone11
Lors de la réalisation d’un projet à l’aide d’une technique de voltamétrie cyclique, la
fabrication d’électrodes de fibre de carbone avec une bonne sensibilité à la dopamine est
une étape cruciale. Ainsi, à travers la recherche du protocole optimal pour la fabrication de
ces électrodes, plusieurs combinaisons de paramètres ont été essayées pour chacune des
étapes de la fabrication.
La première étape consiste à insérer une fibre de carbone de 5 im de diamètre dans
un tube de borosilicate de 0,6$ mm de diamètre intérieur. À cette fm, le tube a été relié à un
système «sous vide» aspirant graduellement la fibre de carbone. Pour faciliter cette
manipulation, la fibre de carbone est placée en ligne droite sur une feuille blanche. La fibre
est alors bien visible à l’oeil nu et son insertion dans le tube peut se poursuivre, sous loupe,
avec un agrandissement de 3 dioptries.
Le tube de borosilicate abritant la fibre de carbone doit alors être étiré pour créer deux
électrodes. Les paramètres d’étirement doivent permettre d’obtenir une électrode dont le
bout est de petit diamètre, afm de créer une jonction étanche avec la fibre de carbone et
suffisamment solide pour résister à l’insertion dans une tranche de cerveau. Les paramètres
optimaux pour l’étfreuse que nous avons utilisée (Setter P-2000) ont été: Heat 430,
Filament 4, Velocity 50, Delay 220, Pull 110. Nous avons habituellement préparé une
vingtaine de tubes de borosiicate à la fois, et donc une quarantaine d’électrodes, avant de
Des résultats préliminaires sur la fabrication des électrodes de fibre de carbone ont déjà été abordés dans un
manuscrit présenté au Comité d’Organisation du Programme des Stagiaires d’Eté (COPSE) de l’Université de
Montréal à l’été 2002.
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les tester. La fibre de carbone des électrodes a été coupée à l’aide du scalpel, sous
microscope, à environ 100 à 200 jIm de la jonction borosilicate/carbone.
Ensuite, les électrodes ont été trempées dans l’époxy afin de sceller la jonction entre
le tube de borosilicate et la fibre de carbone. L’époxy a été choisie pour ses excellentes
caractéristiques d’étanchéité, ainsi que pour sa stabilité dans une variété de systèmes
liquidiens aqueux et non-aqueux. Pour préparer le mélange d’époxy résine/durcisseur, la
résine (8mL) est chauffée à 90°C pendant 2 à 3 minutes; 2 mL de durcisseur sont ajoutés et
mélangés à la résine jusqu’à ce que l’apparence du mélange soit uniforme. Les électrodes
sont alors trempées deux par deux dans ce mélange, pour une durée de 45 à 60 secondes.
Mentionnons aussi que le mélange d’époxy peut être utilisé pendant une vingtaine de
minutes, ce qui est amplement suffisant pour tremper une quarantaine d’électrodes.
Les électrodes trempées dans l’époxy sont ensuite mises au four à 95-100°C, pour une
durée d’environ 48h. Des températures de chauffage élevées ainsi qu’une longue durée de
chauffage’2 améliorent considérablement le taux de succès. Par la suite, le bout des
électrodes est coupé à environ 100 im à partir de l’extrémité de la fibre de carbone. L’autre
extrémité de l’électrode est chauffée au brûleur Bunsen pendant 3 à 5 s afin d’arrondir le
bout du tube de borosilicate. Ainsi, on évite d’abîmer la couche de chlorure d’argent créée
sur le fil d’argent lors de l’insertion de l’électrode dans le portoir d’électrodes. Finalement,
avant d’être testée, l’électrode est remplie d’acétate de potassium 4,0 M afm de créer un
12 Au départ, les électrodes étaient chauffées pendant environ 12h où, le plus souvent, elles étaient laissées
dans le four pour la nuit. Cependant, avec une augmentation de la durée de chauffage à 4$h, le taux de succès
des électrodes a été nettement meilleur.
Figure 4 : Réponse de l’électrode avec fibre de carbone à différentes [DA] (1, 2, 4 et 5 iM).
Les électrodes ont été testées avec de la DA 1 tiM. Certains laboratoires choisissent
de tester les électrodes avec 5 tM de DA, mais nous avons préféré une plus faible
concentration de DA, qui correspond mieux aux concentrations rencontrées dans les
tranches de NAcc. Quoiqu’il en soit, ces deux méthodes sont adéquates puisqu’il existe une
relation linéaire entre la concentration de DA dans le bain et le courant détecté par une
électrode de bonne qualité. Cette linéarité de la réponse de l’électrode à différentes
concentrations est extrêmement importante, puisqu’elle est intimement liée à la validité des
résultats (concentrations de DA) obtenus en tranche. La concentration de DA libérée en
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contact électrique adéquat entre la fibre de carbone et le fil d’argent chloruré du système
d’enregistrement.














tranche est calculée à partir du courant détecté par l’électrode par comparaison au courant
obtenu dans la solution contrôle de DA 1 1iM. Lorsque testées en présence de DA 1, 2, 4 et
5 jiM, nous avons confirmé la linéarité de la réponse des électrodes à ces diverses
concentrations (figure 4).
Certains paramètres sont critiques lors du test des électrodes. Après application d’une
rampe de voltage triangulaire allant de —400 à l000mV, les électrodes de bonne qualité ont
laissé passer entre 50 et 200 nA de courant brut dans du salin physiologique. Le même salin
a été utilisé pour tester les électrodes et pour les manipulations expérimentales. En présence
de DA 1 iM, les électrodes retenues ont été celles qui permettaient d’enregistrer des
courants maximum nets entre 3 et $ nA. Ce courant net est le résultat de la soustraction du
tracé initial en l’absence de dopamine, à partir du tracé obtenu avec la DA 1 iM. Lorsque
l’électrode ne répondait pas à ce critère, elle était recoupée et retestée. Après deux ou trois
recoupes, toute électrode qui ne satisfaisait pas à cette condition était rejetée.
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6. PRÉPARATION DES TRANCHES DE CERVEAU
Des rats âgés de 4 à 6 semaines ont été utilisés. Les rats ont été anesthésiés à
l’halothane avant d’être décapités. La quantité d’anesthésique inhalé a été limitée à la plus
faible dose nécessaire pour étourdir le rat avant la décapitation, puisque l’anesthésie était
susceptible d’altérer les résultats. Des tranches de 400 jim d’épaisseur incluant le NAcc ont
été obtenues à l’aide d’un vibratome. Nous avons choisi cette épaisseur puisqu’elle
fournissait des tranches suffisamment solides pour résister aux manipulations (transfert de
la chambre du vibratome à la chambre de repos et de la chambre de repos à la chambre
d’enregistrement), ainsi qu’au traumatisme de l’insertion de la fibre de carbone. À cette
épaisseur, 3 ou 4 tranches incluaient le NAcc, et donc 6 à $ demi-tranches, autorisant des
périodes d’enregistrement de 4 à 5 heures. Nous avons rarement dépassé 5 heures
d’enregistrement avec un même rat, puisque la qualité des tranches se détériore à plus long
terme. Tout au long du processus de coupe des tranches, le cerveau a été gardé à 5°C dans
la chambre du vibratome, ce qui nous donnait le double avantage de diminuer le
métabolisme cérébral (assurant une meilleure longévité de la qualité des tranches) et de
rendre le cerveau plus solide pour la coupe. Une fois les tranches obtenues, elles ont été
placées dans du salin physiologique oxygéné (95% 02 et 5% C02) à la température de la
pièce durant 1h, puis dans la chambre d’enregistrement où elles ont été perfusées (1 mllmin)
à 35 degrés Celsius avec du salin physiologique. Les enregistrements ont débuté après
quelques minutes de repos.
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Pour confirmer la localisation anatomique des prélèvements, nous avons effectué une
étude immunocytochimique sur les premières tranches de cerveau obtenues, à l’aide d’un
anticorps primaire dirigé contre la tyrosine hydroxylase (1H, enzyme de synthèse de la
dopamine) et d’un anticorps secondaire couplé à une molécule fluorescente, l’Alexa 48$.
En microscopie de fluorescence, l’Alexa 488 émet une lumière verte lorsque stimulée par
de la lumière bleue (‘--490 nm). L’observation des tranches a démontré un réseau dense
d’axones localisant la 1H dans le NAcc et le striatum, deux régions recevant une forte
innervation dopaminergique. Des fibres immunoréactives ont également été observées dans
le cortex cérébral, mais en densité beaucoup plus faible que dans le striatum et le NAcc.
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7. MONTAGE EXPÉRIMENTAL
Les expériences ont été effectuées sur une table pneumatique éliminant les
interférences physiques (vibrations). Une cage de Faraday a également été utilisée pour
contrer les interférences électromagnétiques.
La dopamine est libérée des neurones en stimulant le tissu par des stimuli électriques
générés par une électrode bipolaire (figure 5; d’autres méthodes de stimulation tissulaire
Figure 5: Représentation schématique d’une tranche de noyau accumbens en coupe coronale.
L’électrode bipolaire (schématisée en bleu) est déposée sur la surface de la tranche et sert stimuler la
tranche pour libérer la DA. L’électrode avec fibre de carbone (schématisée en rouge) est insérée dans la
tranche et est utilisée pour effectuer les enregistrements (modifié de Binder et al., 2001).
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existent telle que la stimulation chimique par dépolarisation des neurones à l’aide d’une
solution riche en potassium extracellulaire). La stimulation électrique a été générée par le
stimulateur S-900 de la compagnie Dagan. Deux sortes d’électrodes bipolaires ont été
essayées (une électrode en tungstène et une électrode en platine) et ont démontré des
efficacités de stimulation similaires. Les deux extrémités de l’électrode bipolaire ont été
séparées d’environ 100-150 tm. Le bout de chacune de ces extrémités a été dénudé sous
microscope à l’aide d’une lame de scalpel. Nous avons fait montre d’une prudence
particulière lors de ce dénudement afm de ne pas abîmer les côtés des extrémités de
l’électrode pour permettre à cette électrode de générer dans la tranche un champ électrique
uniforme. Par la suite, l’électrode bipolaire a été déposée sur la surface de la tranche et les
stimulations électriques ont alors été appliquées (stimulations uniques et salve de stimuli).
En stimulations uniques, la durée du stimulus était de 1000 psec avec une amplitude de 400
pÀ!stimulation, alors que la salve comportait 30 stimulations de 100 jisec chacune avec une
amplitude de 400 pAIstimulation délivrées à 10 Hz (temps de récupération d’environ 100
msec entre chacun des stimuli). Ainsi, en maintenant la même amplitude du stimulus entre
les deux modes (400 jiA), la charge de courant totale appliquée est donc trois fois plus
grande (mais divisée en trente stimuli plus courts) en mode salves qu’en mode stimulations
uniques, et cette importante charge de courant explique la libération plus significative de
DA dans le premier mode. Afm de ne pas abîmer la tranche de cerveau, il est important
également de laisser un temps de récupération suffisant entre chacun des stimuli d’une
salve (100 msec en l’occurrence). Ces paramètres de stimulation pour la salve nous ont
donc permis de déclencher une libération significative de DA des terminaisons
dopaminergiques, sans abîmer toutefois les éléments nerveux, nous permettant donc de
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maintenir une stabilité des concentrations de DA libérée pendant 36 minutes
d’enregistrement.
L’électrode de voltamétrie a été insérée à une profondeur d’environ 75 im dans la
tranche, à l’aide d’un micromanipulateur piézo-électrique. Elle a été placée à une distance
de 100 im de l’électrode bipolaire, fixée à un autre micromanipulateur (figure 5). Une
rampe de —400 à 1000 mV a été appliquée à 300 VIs, et des données ont été obtenues avec
un amplificateur Axopatch 200B d’Axon Instruments (fréquence de filtrage de 2 k}{z).
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8. PERSPECTIVES
2.1 Mécanismes de la régulation des autorécepteurs D2 par la NT
La facilitation de la libération de DA par la NT, due à l’inhibition de la fonction des
autorécepteurs dopaminergiques D2, pourrait constituer un système de régulation important
de la libération de DA. Ainsi, afm de poursuivre la caractérisation de ce mécanisme de
régulation, il importerait d’élucider les voies cellulaires et moléculaires impliquées dans ce
contrôle présynaptique. Tout d’abord, il faudrait déterminer le type de récepteur
neurotensinergique (NTR1 ou NTR2) associé à l’effet observé de la NT dans le NAcc. Cette
étude pourrait être effectuée en utilisant les bloqueurs neurotensinergiques SR48692 et
SR14294$A. Un blocage de la réponse à la NT par une faible concentration (10 à 100 nM)
de l’antagoniste $R48692 (un bloqueur du récepteur NTR1) confirmerait l’implication du
récepteur NTR1. À l’inverse, un blocage de la réponse à la NT par l’antagoniste non-sélectif
SR142948A (bloquant le récepteur NTR1 et NTR2) et non par l’antagoniste SR48692
suggérerait l’implication du récepteur NTR2. L’étape suivante consisterait à déterminer les
voies de signalisation intracellulaires nécessaires à l’interaction NI-autorécepteur D2.
Comme nous l’avons vu précédemment (chapitre 1.3.1), plusieurs médiateurs
intracellulaires sont mobilisés par les récepteurs neurotensinergiques. Parmi ces effecteurs
intracellulaires, ceux de la voie de la phospholipase C (PLC) sont des candidats de choix,
puisque ces médiateurs ont été reliés aux effets de la NT dans plusieurs études antérieures
(principalement au niveau somatodendritique plutôt que terminal). Ainsi, le U73 122 (un
bloqueur de la PLC) pourrait être utilisé afm de déterminer si l’activation de cet enzyme est
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nécessaire pour initier la cascade. Advenant des résultats positifs, des études plus poussées
s’imposeraient afm de déterminer laquelle des voies de signalisation en aval de la PLC est
préférentiellement utilisée. Les voies intracellulaires à examiner inclueraient alors celle de
l’IP3/Ca2, la protéine kinase C, le GMP cyclique et l’oxyde nitrique. Dans le contexte de
nombreuses études rapportant la capacité des récepteurs couplés aux protéines G à former
des dirnères et des hétéromêres, il serait également intéressant de déterminer si le récepteur
D2 est en mesure de former un hétérodimêre avec l’un des récepteurs de la NT. Ceci
pourrait être évalué par des études d’irnmunoprécipitation, ainsi que par des études de co
transfection de récepteurs associés à des protéines fluorescentes permettant de quantifier la
proximité moléculaire par la technique du transfert de fluorescence (FRET) (Bouvier,
2001).
8.2 Implications thérapeutiques de la NT
Malgré l’évolution rapide des connaissances sur le système nerveux central au cours
des dernières décennies, la compréhension des mécanismes d’action d’un
neurotransmetteur et de ses différentes interactions avec d’autres systèmes de
neurotransmetteurs a toujours constitué un défi. Cette notion est particulièrement pertinente
lorsqu’il s’agit des neurotransmetteurs peptidergiques, puisque leurs effets sont
généralement plus subtils et moins directs que ceux des transmetteurs classiques comme la
dopamine. la sérotonine ou l’acétylcholine. De plus, depuis plusieurs années, on comprend
que les différentes fonctions neurophysiologiques (et par conséquent les pathologies
associées à leur déréglement) ne sont jamais médiées par un seul neurotransmetteur mais
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plutôt par un ensemble d’interactions entre plusieurs systèmes de neurotransmetteurs.
L’interaction entre le système neurotensinergique et le système dopaminergique en
constitue un exemple éloquent, et le déréglement de l’un et/ou l’autre de ces deux systèmes
pourrait être impliqué dans des pathologies redoutables telles que la schizophrénie, la
dépendance aux drogues d’abus et la maladie de Parkinson.
Nous savons maintenant que la NT peut moduler la transmission dopaminergique en
inhibant la fonction des autorécepteurs somatodendritiques et terminaux de type D2 tel que
démontré dans cet ouvrage, et aussi que cette transmission peut être modulée par l’action
des antipsychotiques qui agissent comme des antagonistes des récepteurs dopaminergiques
D2. 11 est donc raisonnable de supposer que des agonistes des récepteurs de la NT
pourraient servir à traiter les patients atteints de troubles associés au système
dopaminergique tels que les troubles psychotiques. Toutefois, afm que la NT puisse exercer
un effet au niveau du SNC, il faudrait qu’elle possède la capacité de traverser la barrière
hémato-encéphalique. Or les peptides ne traversent pas en général la barrière hémato
encéphalique et la NT ne fait pas exception à cette règle. Elle doit être administrée
focalement pour exercer un effet dans le cerveau. Ainsi, plusieurs groupes ont tenté de
développer des agonistes des récepteurs neurotensinergiques pouvant traverser la barrière
hémato-encéphalique. Le premier de ces analogues de la NT a été développé par Machida
et al. (1993) pour la compagnie Eisai Co. Ltd. Ce composé semble exercer des effets
comportementaux similaires à la NT (8-13) chez le rat. Toutefois, contrairement à la NT (8-
13), qui possède des affmités similaires pour les récepteurs neurotensinergiques (NTR1) du
rat (K 0,16 nM) et de l’humain (Kd = 0,14 nM), l’analogue Eisai possède une affmité
beaucoup plus grande pour le récepteur NTR1 du rat (JÇ = 5 nM) par rapport à celui de
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l’humain (Ki = 130 nM). D’autres analogues de la NT traversant la barrière hémato
encéphalique ont été décrits et incluent le NT 66L, le NT 67L et le NT 69L (Tyler et al.,
1999; Cusack et al., 2000; Tyler-McMahon et al., 2000). Tous ces analogues de la NT (8-
13) traversent la barrière hémato-encéphalique et remplissent, par conséquent, la condition
sine qua non leur donnant le potentiel d’être utilisés chez des sujets humains comme des
médicaments agissant au niveau du SNC (des antipsychotiques en l’occurrence).
Cependant, le passage de celle barrière ne représente pas la seule condition nécessaire pour
l’utilisation de ces molécules dans le traitement des troubles psychotiques. Des études
physiologiques, pharmacologiques et comportementales doivent être effectuées pour
démontrer qu’ils possèdent une activité similaire à la NT (8-13). Plusieurs études ont révélé
des similitudes entre les effets des analogues et ceux de la NT. Ainsi, l’administration intra
péritonéale chez le rat de l’analogue neurotensinergique NT 66L induit une hypothermie et
un effet antinociceptif en agissant comme agoniste du récepteur neurotensinergique NTR1
(Tyler et al., 1999). De plus, l’injection intra-péritonéale chez le rat du NT 69L, un autre
analogue neurotensinergique, bloque l’effet cataleptogène induit par l’application
d’halopéridol, ainsi que la tendance répétitive et stéréotypée de «grimper» induite par
l’administration d’apomorphine (Cusack et al., 2000). En conclusion, mentionnons que le
développement des agonistes neurotensinergiques traversant la barrière hémato
encéphalique et la caractérisation de leurs effets physiologiques demeure une piste de
recherche importante à développer dans l’espoir d’utiliser ces médicaments dans le
traitement de la schizophrénie, par exemple.
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9. CoNcLusioN
Le système neurotensinergique constitue un régulateur majeur des voies
dopaminergiques et pourrait être impliqué dans les pathologies associées au système
dopaminergique incluant la schizophrénie. Plusieurs études ont également démontré des
effets similaires entre la NT et les antipsychotiques. Certains auteurs ont même qualifié la
neurotensine de «neuroleptique endogène» (Nemeroif, 1980, 1986), même si l’opinion
prévalente est qu’une telle affirmation est exagérée.
Les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents à l’implication de la NT dans
de telles maladies demeurent obscurs. Nos travaux ont cependant permis de mieux
comprendre le mécanisme d’interaction NT-DA au niveau axo-terminal (NAcc).
L’utilisation d’une technique (la voltamétrie cyclique) permettant une détection de la
libération de DA en temps réel nous a permis de comparer l’effet de la libération de DA
dans deux conditions expérimentales, la stimulation électrique unique (libération de DA
d’une durée de l’ordre du msec à seconde) et la salve de stimulations (libération de DA
d’une durée de l’ordre de quelques secondes). Nous avons ainsi constaté que l’application
de NT dans les régions terminales de la voie mésolimbique (NAcc) engendre une
facilitation de la libération de DA et que cette facilitation de la libération dopaminergique
par la NT se fait par une inhibition de la fonction des autorécepteurs 1)2 terminaux. Ainsi,
nous avons contribué à clarifier la base physiologique de l’interaction dopamine
neurotensine dans le cerveau. Nos travaux devraient aussi permettre de mieux comprendre
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